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Appellatîon Espèces. 

du CMH. 

HLA Homme 

H-2 Souris 

BoLA Bovin 

OLA Mouton 

DLA Chien 

SLA Porc 

Rt.A Lapin 

ELA Cheval 

Gpt.A Cobaye 

Tableau l:appellation du complexe 

majeur fl'histocompatibilité de 

quelques èspèces où il : a . été identifié; 

d'après M.Vaiman (4). 



1. 

1. LE COMPLEXE MAJEUR D'HISTOCOMPATIBILITE (CMH) 

1.1. GENERALITES 

Dès 1938, le généticien américain Peter Gorer montrait 
que les rejets de greffe de peau entre souris de sou­
ches différentes étaient dus à des différences entre 
donneurs et receveurs au niveau de protéines exprimées 
à la surface cellulaire (1,2,3). 
Il baptisa ces molécules: antigènes H-2. 

Le gène H~2, considéré au début comme unique, s'est 
révélé être un complexe de gènes polyalléliques étroi­
tement liés (3). 

Parmi les systèmes géniques intervenant dans le rejet 
d'un organe ou d'un tissu, le système H-2 a été reconnu 
comme le complexe MAJEUR d'histocompatibilité (C~1H) 
car il induit un rejet rapide des transplants incompa­
tibles et l'apparition d'anticorps aisément décelables 

(3) 

Vingt ans après la découverte de P. Gorer, l'immunolo­
giste français J. Dausset découvrait à la surface des 
globules blancs humains, les molécules homologues des 
antigènes H-2 murins, qui furent appelés antigènes 
HLA (Human Leukocyte Antigens) (1). 

L'organisation génique du CMH est maintenant bien 
connue chez l'homme et la souris. Son étude se déve­
loppe aussi dans d'autres espèces pour lesquelles une 
appellation spécifique a été proposée (tableau 1). 



2. 

On constate qu'entre le CMH des différentes espèces 
de vertébrés étudiés, il existe une homologie tant 
fonctionnelle que structurelle, ce qui témoigne de 
l'émergence lointaine de cette région chromosomique 
au cours de l'évolution (4). 

Le rejet de greffe n'est pas le rôle naturel de ces 

gènes, ce n'est qu'une manifestation artéfactuelle 
de la fonction du CMH induite par l'expérimentation. 
Cette manifestation n'exerçant aucune pression évolu­
tive, elle ne peut expliquer la conservation du CMH. 
En réalité, depuis quelques années, un nombre crois­
sant d'arguments indiquent que c'est en fait l'ensemble 
des réponses immunitaires qui est sous le contrôle de 

ces molécules du CMH. On peut alors parler de complexe 
majeur de l'immunité (5). 
Le CMH aurait donc dans le système immunitaire un rôle 
de chef d'orchestre comparable à celui de l'hypotha­
lamus dans le système endocrinien. 

Le rôle biologique actuellement proposé pour les pro­
duits du CNH est la présentation de l'antigène au cours 
de la reconnaissance spécifique par des lymphocytes T 
(6,7,8,9). 
Mais, vu la large distribution tissulaire de ces molé­
cules, leur fonction non immunologique peut être 
d'intervenir dans des phénomènes plus vastes de recon­
naissance entre cellules et dont l'implication dans 
des réponses immunitaires ne serait qu'une applica­
tion (10). 
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du CME h u 1ï1ain s u r l e pe tit b ras d u c h romosome 6; 

d'a p r è s J . Trowsdale ( 25 ). 
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1.2. DEFINITION - CARACTERISTIQUES - POLYMORPHISME 

1.2.1. Définition 

Le complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) 
est un segment chromosomique portant un ensemble 
de gènes fonctionnellement et topographiquement 
liés, intervenant dans divers mécanismes fonda­
mentaux de l'immunologie (3). 

1.2.2. Caractéristiques géniques 

Le CMH se caractérise comme un système poly­
génique, polyallélique et codominant. 

Le CMH est polygénigue, c'est-à-dire qu'il est 
constitué de toute une série de loci ETROITE~ŒNT 
LIES sur un même chromosome (6) (figure 1). 

Le CMH est également polyalléligue, car pour 
chaque locus, on a de nombreux allèles dont la 
quantité varie en fonction du locus (6). Une 
combinaison particulière d'allèles de tous les 
gènes du CMH que peut porter un chromosome 
s'appelle un haplotype d'histocompatibilité. 

Le CMH est enfin codominant, ce qui signifie 
que chaque allèle sur chaque chromosome est 
exprimé et que son produit peut être détecté 
en utilisant une technique adéquate (6). 
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1.2.3. Polymorphisme 

En conséquence de ces caractéristiques géniques: 
polygénie, polyallélisme et codominance, les 
produits du CMH présentent un très large poly­
morphisme. 
En effet, les nombreux loci du c~m codent 
chacun pour une série allélique différente. 
Et chaque produit d'un allèle se distingue de 
celui d'un autre allèle par sa structure pri­
maire, c'est-à-dire sa séquence en acides ami­
nés (figure 2); ce polymorphisme aura des consé­
quences tant d'un point de vue fonctionnel 
(voir chapitre 1.3.l.b) que d'un point de vue 
analytique (voir chapitre 2). 

l .3. LE Cl-'lli HUMAIN (HLA) 

Ce sont les C~lli de l'homme et de la souris qui ont été 
les plus étudiés et qui servent aujourd'hui de réfé­
rence lorsqu'on étudie celui d'une autre espèce, que 
ce soit selon une approche génétique, biochimique, 
cellulaire ou sérologique. 

Nous décrirons ici le CMH humain car en plus d'être 
bien connu, il semble qu'il possède une forte homolo­
gie avec le CMH bovin (11). 

Le CMH humain localisé sur le chromosome 6 (12) se 
divise classiquement en deux grands groupes de loci; 
les gènes de classe I et de classe II qui codent pour 
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des antigènes à structure et fonctions différentes. 
Les gènes codant pour les composants du complément; 
c2 , Ci+a, <\b et proactivateur de c3 ou Bf sont souvent 
appelés gènes de classe III car leurs loci sont liés 
à ceux du CMH (13). Mais ces protéines ont un rôle 
très différent de celui des molécules de classe I et 
II, c'est pourquoi de nombreux auteurs ne les incluent 
pas dans le CMH (6,14). 

Quoi qu'il en soit, nous commencerons par décrire les 
caractéristiques communes des antigènes d'histocompa­
tibilité, avant de donner une brève description des 
molécules de classe I; par la suite, nous insisterons 
sur la structure et les moyens d'études des antigènes 
de classe II qui constituent notre sujet d'étude. 

1.3.1. Caractéristiques communes aux antigènes de 
ëlasse-I-et II- - - - - - - - - - - - -

A première vue, les molécules d'histoeompati­
bilité de classe I semblent fonctionnellement 
et structurellement fort différentes de celles 
de classe II. Cependant, une observation plus 
approfondie nous révèle qu'elles partagent de 
nombreuses propriétés peut-~tre à cause d'une 
origine commune entre autre: 
- l'organisation en domaines 
- fonction immunologique. 
Les différences qui les caractérisent seraient 
alors la conséquence d'une diversification évo­
lutive à partir d'une base commune (15) 



MHC Clau 1 (Oa) 5' 

.!22.. 

Figure 3: structure des configur ations génomique et message r 

d'un gène du CMH dè classe I(Qa). L ~l ) : séquence l e ader; 

0Cj_(2),o<
2

(3),o<'
3

(4): domaines extracellulaires de la chaîne 

lour d e ; intramenbrane (5): domaine transmenbranaire; cytoplasm 

(6,7,8): domaine cytoplasmique; 

d'après W.Cushley et al. (16). 

L a1 a2 TM,Cf.3\JT 3'UT 
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Figure 4:organisation en intron-exon des gènes humains 

DRoC et DC/1 . L: séquence leader ; o( 1 ,rx2 ,ft 1 ,j32 : doma i nes 

extacellulaires; TM: domaine transmenbranaire; CY: dom­

-aine cytoplasmique; 3'UT: région 3' non traduite; 

d'après L. Smith et al. ( 1 7) . 
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a. Organisation en domaines 

L'organisation stnucturale de base des pro­
duits de classe I et de classe II est simi­
laire. Ces molécules sont constituées de 4 
domaines extracellulaires d'environ 90 acides 
aminés chacun, souvent délimités de part et 
d'autre par une cystéine permettant la for­
mation d'un pont disulfure (14) (figure 5). 
La compartimentalisation en domaines de ces 
molécules correspond à la segmentation en 
introns et exons des gènes de structure du 
C.MH (figure 3,4) (14,15,17) 

Cette organisation par t iculière, les anti­
gènes du CMH la partage avec la~ 2 micro­
globuline (p2M), les immunoglobulines et 
la protéine Thyl des lymphocytes T (figure 5). 
Si bien que l'on parle pour toutes ces molé­
cules d'une superfamille génique immunoglo­
bulinique (14,15,18). 

La présence d'éléments structuraux de base 
très semblables dans différentes protéines 
est souvent interprétée comme une évidence 
pour une origine commune de ces molécules. 
Cependant, des domaines semblables se trou­
vent dans des protéines comme la superoxyde­
dismutase qui ne présentent pas de similitude 
avec le CMH. 
La présence de tels domaines dans ces molé­
cules ne signifie donc pas nécessairement 
qu'elles ont un anc~tre protéique commun. 
Ils peuvent représenter une solution opti­
male à quelques problèmes topologiques de 
base dans la structure de la protéine dès 
lors, une solution identique peut arriver 
indépendamment dans différentes familles 
protéiques (14). Malgré tout, le séquençage 
des gènes codant pour ces protéines montre 
une grande homologie entre elles (15,18). 



lgM V domain1 

Cla■1 1 

COOH COOH COOH 

Figure 5: molécules de la superfamille génique immunoglobulinique 

associées à la menbrane plasmique. Les domaines d'immunoglobine 

et leurs régions homologues dans les autres molécules sont représent 

par des cercles. Les ponts disulfures intra-chaîne sont présentés 

le symbole -S-S- alors que les ponts disulfures inter-chaînes des 

IgM ~§@Dt présentés par des pointillés. Les stru~tures oligo~ 

saccharidiques N liées sont présentées par Qêê "épingJ.e" ( f) 
Les molécules d'IgM, de classe I et de classe II ,sont intégrées 

dans la menbrane par une séquence protéique hydrophobe, mais pour 

les molécules Thy-1, c'est une structure non protéique qui est 

responsable de l'intégration menbranaire. 

D'après J.E. Colligans et al. (15). 



b. Fonction immunitaire primordiale 

Durant l'ontogenèse du système immunitaire, 
les antigènes du C~ili des 2 classes sont im­
pliqués dans la sélection du répertoire des 
réactivités des cellules Tet dans l'induc­
tion de la tolérance au soi (19). 

A l'âge adulte, les produits de èlasse I et 
de classe II du CMH interviennent dans la 
reconnaissance de l'antigène et dans la 
réponse immune à celui-ci bien que le type 
de réponse qu'ils modulent diffère. 

§. Molécules du CMH: "présentoir · à 
" peptides ( 8) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

Les antigènes étrangers doivent être pré­
sentés aux récepteurs spécifiques des 
lymphocytes T pour enclencher une ré­
ponse (6). 

A la question de savoir comment les pro­
duits du CMH présentent les peptides anti­
géniques, une équipe de l'Université de 
Harvard a répondu tout récemment de manière 
spectaculaire. 
Ils ont en effet déterminé, par diffrac­
tion aux rayons X d'un cristal de protéines 
la forme dans l'espace d'une molécule de 
classe I (7). Les molécules de classe I 
(il est probable que les molécules de classe 
II fassent de même) présenteraient l'anti-
gène dans une "poche" constituée par sa 
structure tridimensionnelle. Il est frappant 
de voir en plus que c'est dans cette "poche" 



Figure 6. Bchlm• de la • poche • 
de la mollcul• HLA-A2. Les Mlices 
a, et a2 de la chatne lourde de la 
molttcule HLA-A2 forment un •illon 
compost§ de huit feuillets P (plancher} 
et de deux Mlices a (parois}. Le pep­
tide immunogéne est •uppostt ltre litt 
au niveau du sillon dont l'ouverture 
est toumt§e vers l'extlrieur, le plan­
cher ltant situt§ au-dessus de la mem­
brane cellulaire. N • extrlmittt NHz 
terminale. 

D'aprè s A. Kahn (7). 
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que se retrouve les zones très variables 
en acides aminés d'une allèle à l'autre 
du CMH (7,8,9,20). Le déterminant anti­
génique d'une taille d'environ 10 à 20 

acides aminés y trouverait donc un "nid" 
où il se loge et où 11 est accessible 
aux récepteurs spécifiques des cellules T 
( 7) ( f 1 gur e 6 ) • 

Si on conna1t mieux maintenant comment 
l'antigène s'associe à la molécule du 
CMH pour être présenté, les modalités de 
la reconnaissance de ce complexe par les 
récepteurs spécifiques des cellules T 
sont encore incertaines (7,8,21). 

§. Le phénomène de restriction . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Cette présentation des peptides antigé­
niques par des molécules du CMH aux 
cellules T n'est pas facultative mais 
obligée, ces cellules ne reconnaissant les 
antigènes que s'ils sont présentés en asso­
ciation avec des produits du CMH. Cette 
hypothèse a été introduite par Zinkernagel 
en 1974- et est maintenant bien acceptée en 
immunologie. On l'appela dès son origine 
le phénomène de restriction. 

§. Rôle spécifique des antigènes de classe I 
et de classe II . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Le rôle des molécules de classe I et de 
classe II dans la présentation des peptides 



antigéniques diffère quelque peu dans le 
type de réponse qu'elles modulent. La 
nature des cellules T diffère quand il 
s'agit de reconna1tre l'antigène en asso­
ciation avec un produit de l'une ou 
l'autre classe. 

Les antigènes de classe I interviennent 
dans la présentation des molécules étran­
gères qui sont composants intégraux de la 
membrane plasmique comme les antigènes 
viraux ou les antigènes des cellules can­
céreuses (on parle de peptides endogènes). 
Il semble que pour qu'il y ait associa­
tion entre l'antigène de classe I et la 
molécule à présenter, il faut qu'ils 
soient cc-synthétisés par la cellule (7). 
Ce qui explique la nature des molécules 
présentées par cett.e classe de produits 
du CMH. 
Ces antigènes étrangers associés aux pro­
duits de classe I sont reconnus par les 
récepteurs spécifiques des lymphocytes T, 
porteurs du marqueur de membrane CD8 (6) 
(T cytotoxique, T suppresseur); c'est ce 
qu'on appelle la restriction de classe I. 
Etant donné la nature des cellules acti­
vées par ce complexe (T cytotoxique en 
majorité), on comprend que les molécules 
de classe I jouent un rôle prépondérant 
dans la réponse immunitaire à médiation 
cellulaire. 
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Dans le cas des antigènes de classe II, 
ce sont des peptides exogènes qui sont 
présentés. La plupart du temps, les anti­
gènes étrangers subissent une dégradation 
intracellulaire et seuls les peptides 
antigéniques résiduels de taille raison­
nable sont intégrés dans la "poche pré­
sentatrice" des molécules de classe II 
(8). Plus rarement, ces molécules étant 
ancrées à la membrane dans leur conforma­
tion définitive, elles peuvent fixer un 
peptide présent dans l'atmosphère peri­
cellulaire (7). 
Le principe de restriction introduit par 
Zinkernagel est aussi valable pour les 
cellules T porteuses du marqueur de mem­
brane CD4 (T helper, T d'hypersensibilité 
retardée) qui ne reconnaissent un anti­
gène étranger que si celui-ci est associé 
à une molécule de classe II (22). Ici 
égalemert, étant donné la nature des cellu­
les activées par ce complexe (T helper 
principalement), on comprend que c'est 
la réponse immunitaire globale mais sur­
tout de type humorale que contrôlent les 
molécules de classe II. 

§. Rôle du polymorphisme des molécules du 
CMH dans la présentation des antigènes 
étrangers . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
En conséquence de ce phénomène de restric­
tion, 11 faut que l'individu dispose des 
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antigènes d'histocompatibilité appropriés 
pour répondre à tel ou tel antigène étran­
ger pour l'organisme. En effet, tout se 
passe comme si le polymorphisme des molé­
cules du CMH dictait la capacité des 
individus à répondre ou non à un antigène 
donné, le rendant susceptible ou résistant 
à l'une ou l'autre maladie, pour peu que 
cet antigène soit porté par un pathogène 
(2). Ce phénomène serait dft, au moins en 
partie, à ce que l'association entre la 
molécule du CMH et le peptide antigénique 
déterminé n'est possible qu'avec certains 
allèles. 
La molécule étrangère ne formerait un 
complexe stable avec le produit du CMH que 
si elle trouve dans la t, poche" qui 
l'accueille un environnement en acides 
aminés déterminé et qu'il ne rencontre que 
chez ce r tains allèles (8,9,20,23). Un même 
allèle du Cl"lli peut toutefois présenter 
plusieurs peptides différents. Comme le dit 
A. Kahn: "il y a plusieurs manières de se 
coucher dans le lit formé par la poche à 
peptide". ( 7) 

On comprend ainsi que l'hétérozygotie de 
l'individu et le polymorphisme de la popu­
lation sont autant de facteurs assurant la 
survie de l'espèce. 



membrane plasrrnque 

cyioplasme 

Fig 7. Structure d'am antigène de classe 1 (HLA-A, -B) dans la 
membrane plasmique. La chaîne codée par le CMH présente 3 
domaines globulaires (a ,. a2 et a:i) . Le domaine a3 est 
associé à un peptide non codé par le CMH appelé /J-i microglobuline 

. La tJ-i microglobuline est un pet it peptide globulaire de P.M. 12 
kDa. qui comprend un pont disulture intracatenaire . et a une 
structure tert iaire simila ire à un domaine d 'immunoglobuline. Une 
courte portion hydrophile de la chaîne codée par le CMH s'insére dans 
le cytoplasme. La portion hydrophobe traverse la membrane et 3 
domaines globulaires , qui composent l'essentiel du peptide. sont expo­
sés à l'extérieur de la surface cellulaire. Les sites allo-antigéniques 
(portant des déterminants spécifiques à chaque individu) sont situés sur 
les domaines a, et a2. Le domaine a2 porte une chaîne saccharidique 
(CHO) . . 

D'après I . Roitt et al. (21). 
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1.3.2. Les antigènes de classe I -------------
Les antigènes d'histocompatibilité de classe I 
sont des glycoprotéines de surface codées au 
niveau du CMH humain par 3 loci identifiés: 
HLA-A, HLA-B, HLA-C (figure 1). 

Nous ne décrirons ici qu'en bref la structure 
et la localisation de ces molécules de classe I 
ainsi que la découverte de nouveaux. loci de 
classe I puisque ces molécules ne font pas 
l'objet de notre étude. 

a. Structure biochimique des antigènes de 
classe I (figure 7) 

Les produits de classe I sont des hétérodi­
mères, c'est-à-dire qu'ils sont constitués 
de 2 sous-unités différentes (24-,21~·9). 
L'association des chaines est toujours non 
covalente et se fait entre une cha1ne poly­
morphe et une cha1ne monomorphe qui semble 
stabiliser la structure tertiaire de la 
première (9). 

La chaine polymorphe est la grande sous-unité 
d'un poids moléculaire de 4-4-ooo. Elle possède 
3 domaines extracellulaires ( o< 1 , oe

2
,cx 

3
) qui 

s'organisent dans une structure secondaire en 
feuillets plissés et dont deux ( o<

2
,cx

3
) sont 

délimités chacun par un pont disulfure (21,24). 
Seuls les domaines o( 1 et o( 2 semblent montrer 
des variations dans leur séquence en acides 
aminés d'un allèle à l'autre et ainsi suppor­
ter la totalité du polymorphisme de la molé­
cule de classe I (17,21,24-). 
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NANA ..:... acide sialiquc. 
GAL = ·gàlactose. 
GlcNAc = glucosamine. 
MAN = mannose. 
FUC = fucose. 
AspNH = asparagine. 
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PIC. 8 - Structure de la c.J,aftie glucidique des antigènes sirologiqurmrnt définis 
du complexe H.._a de ln souris • 

D'après H. Leveziél (3). 
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C'est sur le domaine o<2 qu'un arbre sucré 
de type complexe est fixé à la protéine via 
une asparagine; il est de ce fait dit N 
lié (21) (figure 8). 

La cha1ne monomorphe est une plus petite 
sous~unité de 14000 de poids moléculaire 
appelée f.> 2 microglobuline ( f., 2 M). 
Elle n'est pas liée au CMH car elle est 
codée sur le chromosome 15 (24). Elle 
semble jouer un rôle dans l'établissement 
de la structure tertiaire de la chaîne lourde 
qui lui permet de présenter sa zone poly­
morphe le plus largement possible et pourrait 
selon Parham (9) servir de clé bloquant le 
peptide antigénique associé. 

b. Expression cellulaire des antigènes de 
classe I (24) 

Les antigènes de classe I sont exprimés sur 
la plupart des cellules nuclées de l'orga­
nisme mais leur taux d'expression varie en 
fonction du type de cellule et des conditions 
physiologiques ou pathologiques. Par exemple, 
l' . interferon y CIFN J) augmente l'expression 
de ces molécules. La fréquence de ces anti­
gènes reste cependant plus élevée sur les 
cellules du système immunitaire en condition 
physiologique normale. 



N N 

membrane plasmooue 

cy1001asme 

Fig. 9 • Aeprisentatlon IChirnatlque d'un antiv'ne de claaN 2 
(HLA-DA). Les antigénes HLA-DR c~rennent 2 peptides non identi­
ques (a et fJJ liés par des liaisons non covalentes. dont l'extrémité C­
terminate s'insére dans le cytcptasme. Les 2 chaines ont 2 domaines 
gtobulaires. dont la structure rappelle ceux des immunogtobulines. 
Tous. à l'exception du domaine a1. sont stabilisés par un pont disulfure 
intracaténaire (....l,r_). Les 2 chaines portent des sucres (CHO) La plus 
courte. la chaine fJ (P.M. 28 kOa) contient les sites allo-antigéniQues . 
Cependant, la chaine a de certaines molécules de classe 2 peut être 
également légèrement variable. 

D'après I. Roitt 2t al. (21). 
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c. Autres molécules de classe I (14,24) 

En plus des 3 loci de classe I classiquement 
décrits, une trentaine de gènes supplémen­
taires ont été définis dans une région du 
génome analogue de la zone appelée TLa - Qa 
chez la souris. Ces loci codent pour des 
molécules fort semblables aux produits de 
classe I classiques, associés aussi à la 
fi 2M. Ces produits sont peu exprimés et peu 
polymorphes. Leurs fonctions restent encore 
hypothétiques. 

1.3.3. Les antigènes de classe II 

Les antigènes de classe II constituent un sys­
tème très :polymorphique codé par la région HLA-D 
placée à l'extérieur du segment HLA-A/HLA-B (22). 

La région HLA-D étant elle-même subdivisée en 
différentes sous-régions appelées HLA-DR, DP, 
DQ, DZ/D0 contenant chacune plusieurs loci (25). 

a. Structure biochimique (figure 9) : 

1. §tru~t~r~ Er2t~igu~ ~e 2 Qh~1~e~ !égère~ ~t 
!o~r1e2 ~t_l~ur Eo!~oEPhi~m~ 

Les antigènes de classe II sont des glyco­
protéines constituées de 2 chaines pepti­
diques; la chaine lourde appelée o< ayant 
un poids moléculaire d'environ 32000 et la 
chaine légère di te P qui a un poids molé­
culaire évalué à 28000. Ces deux polypepti­
des sont constitués chacun de 2 domaines 
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extracellulaires (~ et « 2 pour la 
cha1ne ex et ~ 1 , ('!> 2 pour la ~ ) d'un 
domaine transmembran..~ire hyq..rophobe et 
d'une partie intra-cellulaire carboxy 
terminale (18,21,24). 

Chaque domaine est constitué d'environ 90 
acides aminés qui se replient dans une 
structure secondaire en plans~. 
Trois d'entre eux : f.> 1 , ~ 2 et ex 2 sont 
limités par des ponts disulfures (18,21,24). 

Les cha1nes ex. et ~ sont associées par 
des liens non covalents, ce qui n'empêche 
que ce complexe soit très stable (24). 

Seule la cha1ne légère ( ~ ) supporte un 
polymorphisme important dans la structure 
primaire en acides aminés, la cha1ne °' ne 
semble intervenir que pour stabiliser la 
structure de la chaîne (3, un peu comme 
la ~ 2M avec la chaîne lourde de classe I. 
C'est sur le domaine f., 1 que la zone va­
riable d'un allèle à l'autre se situe 
(figure 2) (26,27,28). 

2. La chaîne Ii associée - - - - - - - - - - -
Dans leur partie intracellulaire les anti­
gènes de classe II sont associés à une gly­
coprotéine ayant un poids moléculaire 
d'environ 31000 appelée la cha1ne invariante 
(Ii chez la souris) car elle ne présente 
pas de polymorphisme (26,28,29). 



t----aa-----t 1------ DZ/DO -------1 t------00-----1 t-----DR---------------

Figure 10 : carte de la région HLA-D. Les gènes exprimés sont représentés par des rectangles 

noirs7 les pseudogènes connus par des rectang les h achur é s e t de st a tut indé t erminé sont blancs. 

D'après J. Trowsdale (25). 
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Il semble que cette association soit tran­
sitoire (29). Son rôle est encore mal 
défini mais on suppose qu'elle intervien­
drait dans le transport intracellulaire 
des chatnes oe et fo associées, dans leur 
incorporation dans la membrane plasmique 
ou encore elle stabiliserait ce complexe 
(29). 

3. Complexes oligosaccharidiques associés à - - - - - - - - - - - - - - -- - - - -
!a_P!:o~é!n~ 

Des branchements sucrés s'associent aussi 
à la protéine de classe II. On en trouve 2 
sur les cha1nes 0( humaines dont l'un est 
un arbre glucidique complexe, l'autre riche 
en mannose, et un sur les chatnes (!.> qui 
est aussi de type complexe (figure 8) (30). 
Ces structures sucrées n'interviendraient 
pas ou marginalement tout au moins dans le 
polymorphisme fonctionnel des molécules 
du CMH (26,28). 

b. Les gènes de classe II et leurs polymorphismes 
(figure 10) (25) 

Les gènes codant pour les produits de classe II 
sont chez l'homme organisés en 4 sous-régions: 
DP, DZ/DO, DQ et DR. Le tout faisant partie de 
la région HLAD. Dans ce cas-ci, les gènes 
codant pour les 2 chaînes polypeptidiques font 
partie du CMH. Il est à noter que la carte des 



Région D 
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gènes présentées ici est provisoire et que 
l'ordre de ces gènes doit encore être con­
firmé • 

• ~n_b~ef (figure 10) 

fous-région DP 

Sous-région DZ/DO 

tous-région DQ 

Sous-région DR 

• 1a_s2u~-!égi2n_Df 

2 gènes«, 2 gènes ~ 

1 gène DZti, 1 gène DO fo 
2 gènes ot, 2 gènes~ 

1 gène c(, 1 ou 2 gènesfo 

Cette sous-région est constituée de 2 paires 
de gènes o(/ ~ ; o( 1; f.J 1 qui expriment 
des produits et ot 2 ; ~ 2 qui sont des 
pseudogènes c'est-à-dire des gènes qui par 
différentes caractéristiques géniques ne 
donnent aucun produit (17). 

Ici, à la fois les produits DP ot et DP /3 
exprimés montrent une variabilité entre 
individus quoique DP (3 présente beaucoup 
plus de polymorphisme • 

• ~a_s~u~-!é~i2n_D~f!20 

La sous-région suivante appelée DZ/DO con­
tient 2 gènes à fonction inconnue : DZ °' et 
DO~. Ces 2 gènes ne constituent pas une 
paire o< / ~ et s 'ils sont peu polymorphes 
et s'expriment faiblement, i~s ne présentent 
cependant aucune caractéristique de pseudo­
gène. 
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• ~a_SQU~-tégi2n_DQ 

La sous-région DQ contient deux paires de 
gènes codant pour des chaines o< et (3 : 
DQ °' / (3 et DX ot / ~. Ces 2 paires de gènes 
sont adjacentes mais non liées physiquement. 
Les gènes DQ °' 1(3 donnent des produits 
fac iles, .à détecter alors que DX o( / f:> qui ne 
sont pas pour autait des pseudogènes s'ex­
priment peu. 
Les gènes de la région DQ sont ceux pour les­
quels on a le plus d'information au niveau 
de leur séquence et on note qu'ils sont très 
polymorphes. C'est parmi ce polymorphisme DQ 
que les recherches pour une association 
étroite entre la présence d'allèles et la 
susceptibilité ou la résistance à des mala­
dies est concentrée. Les gènes DX sont moins 
étudiés mais ils sont sans doute moins poly­
morphes • 

• ~a_s2u~-~égi2n~D~ 

La sous-région DR est constituée d'un seul 
gène de chaîne o<. associé à un ou deux gènes 
de chaine~, dont le nombre varie en fonc­
tion de l'haplotype. Un des gènes~ comporte 
de nombreux allèles, l'autre semble relati­
verre nt invariant. 
La région DR contient aussi différents pseu­
dogènes. 



DP DO DR DRcx: DO~ 
lsotype 

mismatching 
~ 
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Bien que tous ces pseudogènes de la région 
HLA-D soient clairement non fonctionnels, 
puisqu'étant dans le HLA, 11 est possible 
qu'ils contribuent à la diversité des gènes 
exprimés, par exemple en agissant comme 
donneur dans des phénomènes de conversions 
de gènes (25). 

c. Polymorphisme combinatoire des produits 
de classe II (31) 

En plus du polymorphisme dQ à la structure 
primaire de chacune des chaines prises sépa­
rément, l'association entre les chaînes« et 
f., pour former le dimère fonctionnel fait que 

le polymorphisme sera d'autant plus large 
qu'il existe de combinaisons. Le polymorphisme 
d'appariement a aussi une signification fonc­
tionnelle puisqu'il semble que les deux chaînes 
interviennent dans l'association de l'antigène 
de classe II avec la molécule étrangère à 
présenter. 
Un même individu voit donc augmenter grâce à 

ces combinaisons multiples le nombre de 
"sites d'accueil" offert aux peptides antigé­
niques, ce qui lui permet de présenter une 
gamme plus large d'antigènes. 
Ces combinaisons entre chaines o< et f., se 
font préférentiellement entre des protéines 
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codées dans une même sous-région venant de 
deux chromosomes. Mais on a aussi montré 
l'existence de molécules 11hybrides 11 formées 
de cha1nes codées par des sous-régions dis­
tinctes, même si toutes les combinaisons 
possibles n'ont pas encore été démontrées 
(figure 11). 

d. Distribution des antigènes de classe II 
(32,33) 

Initialement, on a décrit les antigènes de 
classe II sur les cellules "présentatrices 
de l'antigène" c'est-à-dire les lymphocytes B, 
les monocytes et les macrophages, les cellules 
de Langerhans,les cellules dendritiques mais 
aussi sur les cellules T activées, les cellu­
les endothéliales et durmt quelques stades 
de différenciation sur les précurseurs myé­
loides et érythroides. Il semblerait en fait 
que ces molécules soient exprimées plus large­
ment mais à des concentrations très faibles 
en condition physiologique normale en dehors 
des cellules "présentatrices de l'antigène 11 • 

De plus, l'expression des antigènes de classe 
II peut être induite dans différentes condi­
tions physiologiques et pathologiques. 
On sait par exemple, que l'IFNf est un puissant 
amplificateur de l'expression des antigènes 
de classe II. 
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1.4. LE CMH BOVIN 

L'existence du CMH bovin a été démontré simultanément 
en 1978 par différents laboratoires (34,35). 

L'étude des antigènes du CMH bovin, appelé BoLA 
(bovine leukocytes antigens) fut commencée à l'aide 
d'allo-antisérums obtenus par immunisation croisée ou 
venant de vaches multipares. 
Ensuite, profitant des nombreuses réactions croisées 
des réactifs monoclonaux anti- H-2 ou anti-HLA ont été 
utilisés conjointement à la sérologie classique, ce 
qui a permis de montrer la grande similitude entre le 
CMH bovin et humain (11,36,37,38). 
Actuellement, de plus en plus de monoclonaux anti-BoLA 
sont produits (39,40). 

La génétique moléculaire a permis de situer le complexe 
BoLA sur le chromosome 23 (41). 

1.4.1. Les antigènes de classe I 

Actuellement, au plan international, on recon­
naît 17 spécificités de classe I sérologiquement 
définies (42). 
Elles semblent être toutes les produits d'un 
même locus BoLA A. 
Certains auteurs ont décrit un autre locus de 
produits de classe I mais il n'est pas encore 
défini sans ambiguïté (43). 

Des expériences d'immunoprécipitation à l'aide 
d'antisérums ou d'anticorps monoclonaux anti­
BoLA ou anti-HLA classe I ont montré que les 
antigènes du locus BoLA sont de même structure 



1 

1 

1 

1 

1 

1 

22. 

que les produits de classe I murins et 
humains: une cha1ne lourde de 44000 de poids 
moléculaire associée à une cha1ne légère d'un 
poids moléculaire d'environ 12000 analogue de 
la fo 2M humaine (40,41+). 

Ces produits des gènes de classe I sont les 
éléments de restriction pour les lymphocytes T 
cytotoxiques (45). 

1.4.2. Les antigènes de classe II 

L'analyse des molécules de classe II réalisée 
à l'aide d'anticorps monoclonaux anti-HLA DR 
et anti-classe II murin (36,37) mais aussi 
anti-BoLA classe II (39,37) montrent qu'il 
existe de nombreux déterminants antigéniques 
communs entre ces espèces mais aussi que la 
structure et la répartition de ces molécules 
de classe II bovine est comparable à celles 
des autres espèces. On a ici aussi une· cha1ne ex 
d'environ 32000 de poids moléculaire et une 
cha1ne f., d'un poids moléculaire avoisinant 
28000. On a aussi ici une chaine invariante 
associée d'un poids moléculaire évalué à 30000. 

La région classe II bovine a été appelée D par 
analogie au HLA-D. On a postulé que cette région 
chromosomique: BoLA-D contrôle la MLR (mixed 
lymphocyte reaction) chez le bovin (46). Une 
liaison étroite entre BoLA-A et Da aussi été 
rapportée (47). 
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L'étude du polymorphisme des molécules de la 
région D bovine par des techniques sérologi­
ques est peu développée par manque d'allo­
antisérums valables et suite aux difficultés 
inhérentes à l'emploi de cette technique 
(chapitre2.1.2. c.). 

L'utilisation dans cette étude d'anticorps 
monoclonaux anti H-2, anti-HLA ou même anti­
BoLA classe II est souvent limitée car ces 
anticorps reconnaissent souvent des épitopes 
monomorphes ou peu polymorphes et un grand 
nombre d'allèles nous échappe donc (48). 

L'utilisation de sonde de DNA de gène de 
classe II humain a permis de démontrer le 
polymorphisme des gènes de classe II bovin: 
20 allèles DQ 0(, 17 allèles DQ /3, 5 types 
alléliques des cha1nes DR 0( et 25 des chaînes 
DR f, (49). 
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2. MOYENS D'ETUDE DU POLYMORPHISME DU CMH 
--------------------------------------

Le polymorphisme du CMH peut être étudié tant au 
niveau du génome qu'au niveau des produits de ses gènes. 
Chaque voie d'approche et chaque moyen d'investigation a 
ses avantages mais aussi ses limites si bien que pour une 
étude complète et approfondie du CMH, plusieurs sont 
nécessaires. 

2.1. ANALYSES DES PRODUITS DU CMir 

2.1.1. Introduction 

Le polymorphisme très large de produits du CMH 
se traduit par des différences dans les séquen­
ces en acides aminés d'un allèle à l'autre. 
En conséquence, chaque produit est caractérisé 
par un ou plusieurs déterminants antigéniques 
soit séquentiel (encha1nement de résidus 
d'acides aminés successifs) soit conformation­
nel (regroupement de différents acides aminés 
en un m@me point de l'espace grâce aux replis 
dans l'espace de la cha1ne protéique). Chaque 
produit allélique est donc défini par un en­
semble de spécificités antigéniques, certaines 
sont dites privées car elles ne se retrouvent 
que sur un allèle, d'autres sont appelées spé­
cificités antigéniques publiques car elles sont 
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communes à plusieurs produits alléliques. 

L'existence de "particularités" de structure, 
de conformation entre les divers produits du 
CMH sert l'analyse de leurs polymorphismes: 

- soit à l'aide d'anticorps reconnaissant ces 
différences et permettant de les déceler 
chez d'autres individus: c'est l'approche 
sérologique; 

- soit à l'aide de culture in-vitro où des 
cellules prolifèrent en réponse à des diffé­
rences de produits du CMH: c'est l'approche 
cellulaire; 

- soit par une approche biochimique concréti­
sant ces différences entre les produits du 
CNH par leurs séparations en fonction de 
leurs points isoélectriques ou par leur 
susceptibilité différentielle à la digestion 
enzymatique. 

2.1.2. La sérologie (3,50) 

a. Technique d'analyse 

La technique sérologique la plus utilisée 
est la microlymphocytotoxicité complément 
dépendante développée par Terasaki et Mc 

Clelland (1964) (figure 12) (51). 

Les antisérums contenant les anticorps spé­
cifiques des molécules HLA d'un halotype 
déterminé sont mis en contact avec les 
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cellules à typer (des lymphocytes du sang 
périphérique). Ensuite, on incube la sus­
pension cellulaire en présence de complé­
ment pour produire la lyse des cellules 
reconnues par les anticorps durant la 
première phase. On visualise le taux de 
mortalité cellulaire par coloration vitale 
au bleu de Trypan, par exemple. 

On estime la réaction positive si plus de 
50 % des cellules cibles sont mortes. 

b. Production des antisérums 

Quelle que soit l'origine de ces antiséru.ms, 
on essaye de limiter leur polyspécificité. 
Les méthodes d'immunisation d'un animal par 
sa descendance ou l'inverse, de greffe de 
peau entre couples mère-descendant, permet­
tent le mieux d'y arriver car donneurs et 
receveurs ont un haplotype commun. Il en va 
de même pour l'utilisation de sérums de 
vaches multipares sécrétant des anticorps 
anti-BoLA dirigés contre l'haplotype du 
foetus reconnu par la mère. 

Si on apporte la preuve de sa monospécifi­
cité, un seul allo-immun sérum suffit pour 
le typage mais, cette preuve n'est jamais 
complète. On ne peut que l'approcher par des 
études d'absorption sur différents types 
cellulaires. En pratique donc, la définition 
d'une spécificité est basée sur la comparai­
son de sérums classiques donnant des réactions 
similaires. 
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L'utilisation d'anticorps monoclonaux 
permet d'éviter ce problème de polyspéci­
ficité car ils sont dirigés contre un seul 
déterminant, mais l'obtention d'un anticorps 
pour chaque spécificité n'est pas toujours 
possible. 

c. Limites de la sérologie 

La technique sérologique dans l'étude du 
polymorphisme des produits du CMH présente 
plusieurs limites: 

- Dans la production des antisérums . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Si on n'utilise pas d'anticorps monoclo­
naux, la source d'anticorps n'est pas 
inépuisable. Ce qui oblige le manipulateur 
à refaire continuellement des immunsérums 
avec le risque de variabilité non contrôlée 
que ça comporte. 

Un autre problème inhérent aux antigènes 
de classe II est que si la source d'immun­
sérum est la même que pour les antigènes 
de classe I, on obtient un mélange d'anti­
corps anti-classe II et anti-classe I. 
On doit éliminer les anti-classes I par 
des réactions d'absorption sur des cellules 
dépourvues de molécules de classe II. 

- Dans l'analyse . . . . . . . . . . . . . . 
Pour les antigènes de classe I, l'expres­
sion étant large, l'obtention de cellules 
à analyser ne pose pas trop de problèmes. 
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Pour les molécules de classe II par 
contre, leur expression étant plus limi­
tée, il faut avoir recours à des popula­
tions cellulaires enrichies en lympho­
cytes B. 

Mais la principale limite de cette tech­
nique est que les solutions d'anticorps 
utilisées ne sont pas toujours bien 
contrôlées. 
Elles reconnaissent donc peut être 
plusieurs spécificités différentes. 

2.1.3. Les études cellulaires (3) 

Deux techniques sont ici utilisées: la 
culture mixte lymphocytaire (MLR) permettant 
une analyse des antigènes de classe II et la 
cytotoxicité à médiation cellulaire (CML) 
dont l'importance traduit une différence entre 
les produits de classe Ides cellules en 
présence. 

a. Techniques 

- la culture mixte lymphocytaire (MLR) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
(figure 13) 

Lorsque deux populations lymphocytaires 
provenant de deux donneurs différents 
entrent en contact, chacune d'elle va 
développer une réponse allogénique contre 
l'autre, caractérisée au début par une 
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prolifération lymphocytaire. C'est ce 
qu'on appelle la MLR (réaction lympho­
cytaire mixte). 

On peut mesurer l'intensité de la réac­
tion par l'incorporation de thymidine 
tritiée dans le DNA des cellules en 
division. 

La réponse est rendue unidirectionnelle 
en traitant l'une des populations par 
des agents bloquant la division cellu­
laire (la mitomycine, les radiations X). 
L'autre population dite répondante est 
alors la seule capable de développer une 
réponse allogénique. 

C'est une reconnaissance de différence au 
niveau des produits de classe II portés 
par les 2 populations lymphocytaires qui 
est à l'origine de la MLR. 

Les loci contrôlant la MLR sont désignés 
comme "lymphocyte defined" (LD), par 
opposition aux loci serologiquement 
définis (SD). 

- La cytotoxicité à médiation cellulaire . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
(CML) (figure 13) 
••••• 
Tandis que les lymphocytes répondeurs pro­
lifèrent, suite à la MLR, il apparait dans 
la culture des lymphocytes cytotoxiques 
capables de détruire par interaction cellu­
laire directe des lymphocytes cibles prove­
nant du donneur de cellules stimulantes. 
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Ce phénomène a été appelé cytotoxicité 
à médiation lymphocytaire. La lymphocyto­
toxicité est mesurée par la destruction 
de cellules cibles marquées au chrome 51. 

Il ne peut y avoir lymphocytotoxicité que 
lorsque les cellules cibles sont diffé­
rentes des cellules tueuses au niveau des 
loci de classe I. 

b. Limites 

Ces techniques cellulaires ne sont utili­
sables que si la population stimulante est 
de typage connu. On peut donc caractériser 
des animaux de cette manière mais on ne peut 
pas définir l'organisation génique du CMH 
sans autre étude préalable. 
La principale limite de ces techniques 
cellulaires est que si la population répon­
dante reconna1t des différences au niveau 

< 

des produits du CMH dans Japopulation stimu-
lante, on ne sait pas si cette différence 
est due à un ou plusieurs produits du CMH. 
Ces techniques sont cependant fort utilisées 
pour définir différents sous-types à l'inté­
rieur d'une spécificité sérologiquement 
définie (52). 
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2.1.4. Les techniques biochimiques --------------
Diverses techniques biochimiques permettent 
d'étudier le polymorphisme des molécules du 
CMH, il s'agit principalement de l'isoélec­
trofocalisation (Ief) utilisé en une ou deux 
dimensions et de la digestion peptidique par­
tielle. 

a. Ief 

Si la sérologie distingue les allèles en 
fonction d'épitopes caractéristiques portés 
par ceux-ci, ce qui correspond à des zones 
restreintes de la séquence en acides aminés 
de l'antigène; l'isoélectrofocalisation 
sépare les protéines en fonction de leur 
point isoélectrique (PI), c'est-à-dire en 
fonction de leurs structures primaires en 
acides aminés totales. 
On peut donc distinguer par isoélectr0focali­
sation, deux allèles s'ils diffèrent en un 
acide aminé entratnant une différence de 
point isoélectrique de la protéine • 

• Principe . . . . . . . . 
Les antigènes radiomarqués sont séparés des 
autres constituants cellulaires par immuno­
précipitation (IP) à l'aide d'un anticorps 
spécifique et puis soumis à une électropho­
rèse dans un gradient de pH. Les protéines 
progressent à l'aide du champ électrique 
dans ce gradient jusqu'au moment où elles 
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atteignent un pH où elles sont neutres 
(PI de la molécule). A cet endroit, 
elles se stabilisent n'étant plus soumi­
ses aux forces électriques. 

• Avantages et inconvénients . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
L'utilisation d'anticorps monoclonaux 
monomorphes est très avantageuse, car il 
n'y a plus besoin de posséder un réactif 
par allèle. Les anticorps monomorphes 
permettent de ne perdre aucun allèle pour 
l'étude biochimique puisqu'ils reconnais­
sent une structure invariante pour tous 
les allèles (50). 

Cette technique permet de détecter un 
maximum de spécificités (52). 

Cette méthode demande peu de matériel et 
est assez rapide; c'est donc une méthode 
de choix par rapport au grand éventail de 
CML que l'on doit faire pour déterminer 
le même jeu de spécificités (53). 

Des Ief en une dimension permettent de trai­
ter en même temps un grand nombre d'échan­
tillons. 

Une grande partie des déterminations sont 
corrélées avec les données des CML, mais 
la biochimie a permis de mettre en évidence 
des sous-types jusqu'alors inconnus (54). 
Cela représente donc une aide pour montrer 
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que des antigènes décrits comme homogènes 
ne le sont en fait pas. 
Cette approche représente donc un critère 
additionnel pour la classification offi­
cielle des antigènes de CMH. 

Des électrophorèses de ce type nécessitent 
un étalonnage pour que des comparaisons 
entre gels fait à des moments différents 
soient possibles. 

Le pouvoir de résolution des méthodes bio­
chimiques est restreint du fait que si 
deux allèles ne diffèrent que par des 
acides aminés de même charge, ils ne 
seront pas discriminés dans un gradient de 
pH classique. Cette technique de sépara­
tion n'est donc efficiente que pour des 
molécules ayant un PI sensiblement diffé­
rent , (52). 

Une autre limite de cette technique est 
due à la glycosylation des protéines du 
CMH. On est donc confronté à un polymor­
phisme postranscriptionnel qui sera décelé 
en Ief puisque des sucres chargés sont 
ajoutés à la protéine. Toute étude du 
polymorphisme par Ief nécessite alors une 
étape de déglycosylation qui est d'autant 
plus gênante qu'elle n'est jamais complète. 
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b. Digestion peptidigue partielle (24) 

• Principe . . . . . . . . 
Après séparation par immunoprécipitation 
des molécules du CMH, on peut les cliver 
en plusieurs fragments par des techniques 
spécifiques, qui coupent les protéines au 
niveau de séquences en acides aminés dé­
terminées (sites de clivages). Ces méthodes 
sont enzymatiques (la papaine, trypsine •••• 
par exemple) mais aussi chimiques (acide 
formique, bromure de cyanogène, ••• ) . Le 
résultat du clivage est mis sur gel SDS­
Page pour l'analyse du nombre et de la 
taille des fragments obtenus. D'un allèle 
à l'autre, le pattern de clivage sera 
différent si les zones spécifiques de décou­
page ne se retrouvent pas aux mêmes endroits • 

• Limites . . . . . . . 
La limite de cette technique est que si un 
changement d'acide aminé n'entraine pas 
l'apparition ou la disparition d'un site de 
clivage spécifique, cet allélomorphe ne sera 
pas distingué. On a intérêt à utiliser plu­
sieurs méthodes de clivage pour recouvrir la 
plus grande partie de la protéine. 
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c. Limite commune aux techniques biochimiques 

Ces techniques biochimiques permettent une 
analyse très fine du polymorphisme d11 à un 
changement en acides aminés dans chacun des 
monomères des produits du CMH. Mais, le 
polymorphisme nconformationnel" d11 à l'asso­
ciation des deux chaînes nous échappe, alors 
qu'avec des méthodes sérologiques et cellu­
laires appropriées, on pouvai.t l'étudier. 

2.1.5. Etude génétique 

La technique génétique utilisée dans le cadre de 
l'étude du polymorphisme des antigènes du CMH 
bovin est la RFLP (Restriction fragment length 
polymorphisme). 

a. Principe 

Cette technique utilise la propriété qu'ont 
des sondes provenant d'une banque d'ADN com­
plémentaire (ADNc) du système HLA (où autre) 
de s'apparier par réactions hétérologues à 
l'ADN génomique du CMH bovin. 

En bref, cette technique consite à préparer 
de l'ADN génomique d'un animal qui est ensuite 
clivé par un enzyme de restriction. Les frag­
ments obtenus sont séparés sur gel d'agarose. 
Après dénaturation, ils sont transférés sur 
feuille de nitrocellulose puis mis en contact 
avec de l'ADNc du système HLA radiomarqué. 
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Les fragments capables de s'hybrider avec 
la sonde sont révélés par autoradiographie. 

Si on répète ces opérations avec divers 
enzymes de restrictions, on pourra discrimi­
ner deux individus différents par leurs 
successions en bases azotées si cela se tra­
duit par la perte et/ou l'obtention . de 
divers sites de restrictions. 

b. Limites 

L'utilisation de la technique du RFLP pour 
l'étude du polymorphisme des produits du 
CMH présente de nombreuses limitations: 

- de nombreux enzymes de restrictions diffé­
rents sont nécessaires puisque seuls des 
points précis du génome sont étudiés. Un 
changement de base peut donc n'entraîner 
aucune modification au niveau des sites de 
restrictions utilisés, cette différence 
restera donc invisible; 

- une bonne partie des sites de restrictions 
se trouvera dans des parties non codantes 
du génome puisque c'est l'étude de l'ADN 
génomique qui est réalisée où introns et 
extrons sont présents. 
Une partie du polymorphisme décelé ne 
correspondra à ' aucun polymorphisme au 

niveau des produits (55). 
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- Puisque cette technique est spécifique 
d'un haplotype, les données devront être 
collectées à partir d'un très grand 
nombre d'animaux avant que des relations 
entre les différents polymorphismes 
puissent être reconnus (56); 

- l'efficacité des sondes d'ANDc humaine 
n'est pas idéale dans ces réactions hété­
rologues. 
Il serait souhaitable d'obtenir des sondes 
d'ADNc bovines (56); 

le travail nécessaire est aussi important 
si pas plus que celui développé en séro­
logie (56); 

- des réactions croisées entre sondes fait 
qu'il est difficile d'identifier positive­
ment différents loci (56). 
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3. INTERET DE L'ETUDE DU CMH 
-------------------------

3.1. CHEZ L'HOMME 
------------
C'est par l'étude approfondie du système HLA dans 
la population qu'on a révélé l'existence d'une corré­
lation entre la présence de tel ou tel haplotype de 
la région HLA et des anomalies immunitaires provo­
quant des troubles pathologiques. 

Le haut degré de polymorphisme du système HLA permet 
de mieux connaitre ces associations "HLA-maladies" 
et d'en trouver de nouvelles (57). 

De plus, chez l'homme, l'étude du polymorphisme des 
antigènes HLA revêt un grand intérêt chirurgical dans 
le cadre des rejets de greffe d'organes ou de tissus 
et de la recherche de meilleures similitudes HLA 
entre donneur et receveur de greffons (58). 

3.2. CHEZ LE BOVIN 

Le premier intérêt de l'étude des produits de la 
région BoLA est de montrer l'organisation génique 
du CMH bovin, puis, d'en étudier le polymorphisme 
et enfin d'associer ce polymorphisme avec l'étude 
de susceptibilité ou de résistance à différentes 
maladies. 
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En effet, on a aussi décrit chez le bovin des asso­
ciations "BoLA-maladies" (59,60,61), si on parvient 
donc à faire un typage de bovins en déterminant 
leurs haplotypes et même pourquoi pas les différents 
allèles qu'il présente pour chaque locus et si le 
parallélisme entre un "type" donné et la résistance 
ou la susceptibilité à une maladie est réalisé, on 
peut espérer par la sélection artificielle améliorer 
les caractères zootechniques des bovins pour une 
productivité maximale. 
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4. BUT DU TRAVAIL 

Le but initial du travail était de mettre au point une 
technique d'analyse biochimique des antigènes de classe 
II bovins permettant de pallier les carences du typage 
classique de ces molécules. 

La technique d'isoélectrofocalisation en une ou deux 
dimensions devrait permettre d'appréhender le polymor­
phisme de ces molécules, de l'étudier avec comme objectif 
à long terme de le mettre en relation avec tel ou tel 
critère zootechnique ou même avec une éventuelle suscepti-

·. bili té à une maladie. 

La condition "sine qua non" à la réussite de cette techni­
que est l'obtention reproductible de molécules d'histocom­
patibilités purifiées sous forme détectable. Aussi, dans 
un premier temps, nous nous sommes efforcés de purifier 
ces molécules à partir de lysat cellulaire radiomarqué. 

Les aléas de la technique de purification utilisée, à 
savoir l'immunoprécipitation au moyen d'un anticorps mono­
clonal spécifique nous ont contraints à focaliser la tota­
lité de notre travail sur la mise au point de cette méthode 
et donc sur la compréhension des problèmes inhérents à son 
emploi. 
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l. ANTICORPS MONOCLONAUX UTILISES 

Les anticorps monoclonaux (Ac.Mo.) offrent parmi d'autres 
avantages : 

- leur monospécificité 

- la relative facilité avec laquelle ils peuvent 
être obtenus en grande quantité. 

Ces molécules sont des outils très puissants notamment 
pour purifier spécifiquement des antigènes (50). 

1.1. CARACTERISTIQUES DES ANTICORPS UTILISES 

Au cours de ce travail, nous avons utilisé des anti­
corps monoclonaux dirigés spécifiquement contre les 
antigènes d'histocompatibilité de classe II bovin 
dans le but de purifier ces molécules au départ d'un 
lysat de cellules rad~omarquées. 

Les immunoglobulines (Ig) utilisées sont: 

B2 VAL 7C7, JE 1B5 et L 2.o6 

~2 VAL 7C7 

Le B2 VAL 7C7 est une IgG 2a murine monoclonal spé­
cifique des molécules d'histocompatibilité de classe 
II bovin,. 
A l'origine, on le décrivait comme anticorps polymor­
phe à spécificité large, c'est-à-dire qu'il reconnais­
sait un déterminant antigénique supratypique (ou 
êpitope public) (39). 
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Depuis, il a été typé par différents laboratoires 
comme anticorps monomorphe, c'est-à-dire qu'il 
reconnaitrait un épitope commun à tous les allèles 
de classe II bovin. (Leveziel communication person­
nelle, 48) 

Ces différences de résultats entre laboratoires peu­
vent s'expliquer de plusieurs manières: 

- ce pourrait être la conséquence de disparités 
dans la fréquence génique des allèles reconnus 
par l'anticorps entre les différentes races 
utilisées par les différentes équipes (48). 

- ou encore ces différences sont dues à ce que les 
techniques utilisées par les différents labora­
toires n'ont pas la même sensibilité; l'une 
détecterait un animal positif là ou une autre, 
moins sensible, ne le ferait pas (48). 

- on pourrait également incriminer une variation 
dans la densité de l'antigène, d'un animal à 
l'autre, modifiant le point d'équivalence au 
cours d'un titrage antigène/anticorps et le 
polymorphisme observé pourrait être plutôt 
apparent que réel (48). 

L 2.06 

Le L 2.06 est un anticorps monoclonal (IgGl) spéci­
fique des antigènes d'histocompatibilité de classe II 
humain de type HLA-DR. Il est décrit comme anticorps 
à spécificité monomorphe (62). Le clone cellulaire 
secrétant a été obtenu à l'American Tissue Culture 
Collection (ATCC) et est depuis conservé au labora­
toire. 
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JE 1B5 

Le JE 1B5 est un anticorps monoclonal (IgG2a) spéci­
fique des antigènes d'histocompatibilité. de classe II 
bovin~ 
Il est monomorphe {J-J Letesson, communication person­
nelle). 

1.2. OBTENTION DES ANTICORPS 
-----------------------
Selon les cas, ces anticorps seront produits in vitro 
dans le milieu de culture ou in vitro dans une tumeur 
ascitique et seront utilisés soit tels quels soit 
après une purification adéquate. 

1 • .Anticorps dans le surnageant de la culture. 

L'utilisation de ce surnageant de culture pour 
l'immunoprécipitation n'est pas idéale. La raison 
principale est que l'on ne connait pas la concen­
tration exacte de l'anticorps qui est généralement 
faible. La concentration de L 2.06 est toutefois 
connue: 17 ug/ml (62). 

2 • .Anticorps en ascite 

L'hybride producteur est injecté dans la cavité 
péritonéale d'une souris Balb/C prétraitée par du 
Pristane (Aldrish). La tumeur ascitique qui se 
développe est récoltée soit par ponction régulière 
soit après sacrifice de l'animal. La concentration 
en anticorps de cette solution d'ascite est suffi­
sante que pour l'utiliser en immunoprécipitation 
mais elle contient des contaminants protéiques. 
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3. Anticorps purifiés 

On purifie une solution d'ascite par chromato­
graphie d'affinité sur une colonne de sépharose 
4B-protéine A qui retient les anticorps par leur 
fragment Fe. 
L'avantage de cette préparation est qu'on travaille 
avec une bonne concentration en anticorps que 
l'on peut déterminer avec précision. De plus, ce 
mode de purification élimine de nombreux conta­
minants. 
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2. PURIFICATION DE L'ANTIGENE PAR IMI".f(JNOPRECIPITATION 
--------------------------------------------------
Le but de la technique est de purifier les antigènes 
d'histocompatibilité de classe II bovin avec un anticorps 
spécifique à partir d'un lysat de cellules de sang péri­
phérique dont les protéines ont été marquées métabolique­
ment avec un précurseur aminé radioactif. 

Cette procédure nécessite différentes étapes: 

- préparation des cellules 

- marquage métabolique de leurs constituants 
protéiques. 

- extraction des protéines membranaires. 

- purification des molécules de classe II par 
immunoprécipitation. 

2.1. PREPARATION DES CELLULES 

Au cours de ce travail, nous avons utilisé des cellu­
les d'origines distinctes. Au départ, nous utilisions 
des cellules mononuclées du sang périphérique (lympho­
cytes et monocytes) en vue de la mise au point d'une 
technique de routine pour le typage du C.MH classe II 
bovin. 

Vu les nombreuses difficultés rencontrées et pour 
tenter d'y remédier, nous avons travaillé avec d'autres 
types cellulaires: des splénocytes bovins et une 
lignée bovine myéloide établie. 
Les raisons de ce choix seront explicitées plus loin. 



~ Qomposition du tampon PBS (Phosphate Saline Buffer) 

- KH2P<\ 0,2g 

- NaHP<\-2H20 1,44g 

ou Na2HPC\ 1,15g 

- NaCl 8g 

- KCl 0,2g 

- H 0 2 1000· 1ml 

mettre à pH 7,4 

~ Composition de la solution anticoagulante (PBS-EDTA) 

- Tampon PBS 

- Na2 EDTA 1, 5% 

~ Pré~aration du mélange Ficoll-Urograt'ine 

- Ficoll 400 

- Urografine 76% 

7,65g 

19ml 

Ajuster à pH 7,4 et mettre à densité 1,077 

à l'aide d'un réfractomètre en ajoutant de l'eau 

distillée ou de l'urografine selon les cas. 

1 
1 
1 
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2.1.1. Préparation de cellules mononuclées du sang 
périphirîque- (6'1 J - - - - - - - - - - - -

Toutes les manipulations qui suivent sont 
effectuées stérilement. 

Le sang est prélevé au niveau de la veine 
jugulaire du donneur. On y ajoute tout de 
suite pour un dixième de son volume une 
solution anticoagulante~ (PBS - EDTA). 

- L'échantillon est divisé en aliquots de 
50 ml et centrifugé à 1500g pendant 15 minu­
tes. 

- On observe après centrifugation une fine 
couche blanche appelée "buffy coat", à 
l'interface du plasma et du culot de globules 
rouges. Le "buffy coat" est constitué en 
majorité de cellules mononucléaires: des 
lymphocytes et des monocytes. Le culot, quant 
à lui, contient les globules rouges et les 
polynucléaires. Les "buffy coats" sont récol­
tés et dilués au minimum 2 fois dans du 
tampon PBS~ (Phosphate Saline Buffer). 

- Des aliquots de 20 ml de cette préparation 
sont déposés délicatement sur 15 ml d'un 
mélange Ficoll-Urografine x de densité 1,077 
et centrifugés à 1000g pendant 25 minutes. 
On purifie ainsi les cellules qui "flottent" 
sur le mélange Ficoll-Urografine de densité 
supérieure à ces cellules. 
Les polynucléaires et les globules rouges 
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(agrégés par le Ficoll) plus denses 
sédimentent dans le fond du tube. 

- On récupère les cellules de l'interface qui 
sont ensuite lavées dans du PBS, pendant 

10 minutes à 200g. 

- Le culot de cellules est alors suspendu dans 
une solution de fil\ é l 0,75% en eau distil­
lée, pH 7,4. 
Cette étape i:ermet d'éliminer les globules 
rouges qui contamineraient encore la prépa­
ration; on centrifuge de manière à faire 
sédimenter les cellules à 110g pendant 10 
minutes. 

- Les cellules mononuclées sont ensuite lavées 
3 fois dans du tampon PBS pendant 10 minutes 
à 110g; on élimine par ces lavages les 
thrombocytes. 

- Après comptage et dénombrement des cellules 
viables, les cellules sont resuspendues à 

concentration adéquate dans du milieu de 
culture. 

2.1.2. La lignée myéloide établie 

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

Celle-ci est dérivée d'une infestation in vitro 
par des sporozoites de Theileria annulata de la 
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fraction adhérente d'une population mononuclée 
récoltée cbez un bovin normal. 

Tant au niveau de l'analyse morphologique 
qu'au niveau des antigènes membranaires, ces 
cellules s'apparentent aux monocytes bovins (65). 

Comme les monocytes bovins, ils expriment de 
nombreuses molécules d'histocompatibilité de 
classe I comme de classe II. 

Ces cellules sont maintenues en culture à 37° 
en atmosphère riche en co2 (5%) dans un milieu 
RPMI 164-0, 10% Foetal Calf Serum (FCS) sans 
antibiotique. 

Elles prolifèrent dans des flacons de 500 ml 

jusqu'au stade de semi-confluence sous forme 
adhérente, ensuite elles commencent à se 
multiplier sous forme libre. Seules les cellu­
les non adhérentes sont récoltées. 

2.1.3. Préparation des splénocytes 

- On prélève une rate complète d'un bovin 
fra1chement abattu. 

- On stérilise ensuite la surface de la capsule 
splénique sous laquelle on prélève de la 
pulpe rouge. 

- Après avoir découpé en petits morceaux cette 
pulpe rouge, on l'homogénéise au potter dans 
un tampon PBS à o,15% d'EDTA. 
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Nous utilisons du PBS avec de l'EDTA pour 
limiter la formation d'agrégats cellulaires. 

- L'homogénat est ensuite versé dans un tube 
où l'on laisse sédimenter pendant 10 minutes 
les morceaux fibreux que l'on ne peut 
dissocier. 

- Le surnageant est ensuite traité de la même 
façon que pour la préparation de cellules 
mononuclées du sang périphérique (Ficoll­
Urografine, lyse de globules rouges, lavages 
à faible vitesse) à la seule différence que 
les lavages s'effectuent en PBS o,15% EDTA 
et qu'après les diverses remises en suspen­
sion, les agrégats sont séparés par filtra­
tion sur gaze. 

2.1.4. Cellules stimulées à la phytohémagglutinine 

a. Principe 

Dans le but d'augmenter la densité des anti­
gènes d'histocompatibilité à la surface de 
ces cellules, on peut les stimuler à la 
phytohémagglutinine (PHA). Cette lectine 
isolée de Phaseolus vulgaris est un mitogène 
non spécifique activateur des lymphocytes T 
entra1nant une transformation lymphoblas­
tique de ces cellules (66). 

La PRA induit la production par les lympho­
cytes T transformés de l'interferon Ô qui 
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augmenterait l'expression des antigènes 
d'histocompatibilité (67). 

b. Procédé 

Ainsi les cellules sont incubées à raison 
de 2.10 6 cellules par ml dans un milieu 
RPMI 1640 10% FCS (sérum de veau foetalt 
0,5g fungizone, 5 .10-5M ~ 2 mercaptoethanol, 
1% pénicilline-streptomycine, 1% glutamine 

avec 10 ug/ml de PHA, pendant 3 jours à 37°C 
dans une atmosphère avec 5% de co2 • 

2.2. MARQUAGE DES CELLULES PAR INCORPORATION DE 
METHIONINE s35 

2 .2 .1. _Principe 

Le marquage se fait par introduction dans un 
milieu de culturE:.,où les cellules sont incubées 
d'un acide aminé radiomarqué. 
Cet a.a. sera utilisé sans distinction par les 
cellules pour synthétiser leurs protéines qui 
seront de ce fait marquées isotopiquement. 

,I 

Nous avons principalement utilisé la methio-
nine s35 , car l'énergie des particules ~ émise 
à partir du s35 est plus élevée que celle pro­
venant du tritium de la leucine H3. 
Avec la methionine s35, la révélation par auto­
radiographie est donc moins longue que pour la 
leucine H3 (voir chapitre 4.2.a). 



1 
1 
1 
1 
1 
~ 

51. 

Le marquage à la méthionine s35 se justifie aussi 
par le fait que cet acide aminé est présent dans 
les molécules de classe II humaines. Etant donné 
l'homologie qui existe entre les produits du CMH 
bovin et ceux du CMH humain, on peut supposer 
qu'elle se retrouve aussi dans les molécules de 
classe II bovines. 
Ces molécules seront donc bien marquées isotopi­
quement à l'aide de ce précurseur marqué. 

De plus, ce marquage métabolique ne modifie pas 
les propriétés antigéniques et physiques de la 
molécule. 

2.2.2. Procédure (68) 

- Les cellules, une fois débarassées des thrombo­
cytes sont resuspendues dans du milieu de 
culture Minimal Eagle Medium (MEM) sans méthio­
nine enrichi en sérum de veau foetal dialysé 
(5%) auquel on ajoute de la glutamine (1%) et 
des antibiotiques (1%). 
Les cellules sont laissées ainsi à "jeûn" dans 
ce milieu sans méthionine pendant une heure dans 
une étuve à 37°c avec 5% de co2 • 

- On ajoute ensuite 100 uci/10.106 cellules de 
méthionine s35 (DUPONT NEN product) 
(activité spécifique: 1086 uci/m mole). 

- Les cellules sont incubées suivant les cas, 
soit à raison de 25.106 cellules/ml pendant 
4-5 heures ou encore à la concentration de 
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10.106 cellules/ml pendant 14-16 heures 
dans une étuve à 37°c avec 5~ de co2 • 

- Dans le cas d'une stimulation à la PRA, 
les cellules sont incubées en présence du 
précurseur radioactif et du mitogène 
pendant 14-16 heures à 37°c avec 5% de co2 • 

2.3. EXTRACTION DES PROTEINES MEMBRANAIRES 

Nous avons utilisé 2 détergents non-ioniques pour 
solubiliser les protéines membranaires sous une forme 
proche de leur état natif: le Nonidet 1:40 (Nl:40) 
et le Triton Xll4 (TX114). 

Ces deux détergents sont utilisés pour lyser les 
cellules, car ils dispersent les constituants membra­
naires en provoquant la formation de micelles mixtes 
(association protéine/détergent). L'avantage du 
TX114 est qu'il est capable d'entrainer une séparation 
de protéines hydrophiles et des protéines hydrophobes. 
En effet, suite à une augmentation de température 
(20°G), on observe une fusion des petits micelles 
dispersés, ce qui provoque la formation de complexes 
micellaires de grande taille que l'on peut faire pré­
cipiter en une phase détergente qui se séparera de 
la phase aqueuse. On sépare ainsi les protéines déter­
gent -solubles qui sont associées aux micelles de 
celles hydrosolubles qui ne le sont pas. Le NF40 
lui aussi est susceptible de subir une séparation 



~ Composition du tampon de lyse NF40 

- Tris-Cl 

- NaCl 

- NaN
3 

- NF40 

- PMSF 

50mM 

150mM 

5mM 

o,5% 
0,2M 

mettre à pH 7,2 

Remarque: Pl'-IBF = Phénylméthyl sulfonyl fluoride 
est inhibiteur de protease 

~ Çomposition du tampon de lyse TX114 

- Tris-Cl 

- lv1gC12 

- TX114 

mettre à pH 7,2 

50mM 

5mM 

0,5% 

1 
1 
1 
1 
1 

1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
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avec l'inconvénient majeur que cette séparation de 
phase doit se faire à température dénaturante 
(60- 70°c), raison pour laquelle il n'est pas uti­
lisé ( 69). 

2.3.1. Lyse des cellules (69,70) 

- Après incorporation du précurseur radioactif, 
les cellules marquées sont lavées 3 fois 
pendant 10 minutes à 110g dans du tampon PBS, 
2mg/ml de méthionine non radioactive, 
0,02% NaN3 à 4° afin d'éliminer l'excès 
d'acides aminés marqués non incorporés. 

- Le culot est resuspendu dans du tampon de 
lyse à raison de 25.106 cellules/ml pour le 
NF4-cf et de 10.106 cellules/ml pour le 
TX114~. La lyse s'effectue dans la glace 
fondante pendant 30 minutes. 

- Ensuite pour éliminer les cellules non lysées 
et les noyaux, on centrifuge la préparation 
10 minutes à 13000g à 4°. 

- Le surnageant est récolté pour les étapes 
ultérieures. 

2.3.2. Séparation des protéines membranaires à l'aide 
du Triton Xll4 (69) 

- Le surnageant est placé 3 minutes dans un 
bain-marie à 37°C; puis centrifugé 2 minutes 
à 13000g à température ambiante; on obtient 



~ Composition du tamoon de lavage de ' la phase détergente 

- Tris-Cl 50mM 

- Mg Cl2 5mM 

mettre à pH 7,4 

1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
~ 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
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2 phases : 

- une phase inférieure contenant les pro­
téines membranaires 

- une phase supérieure qui contient les 
protéines hydrophiles. 

- Après élimination de la phase supérieure, la 
phase détergente est "lavée" des derniers 
éléments hydrophiles qu'elle contient par reso­
lubilisation dans 1ml de tampon de lavage de 
la phase détergente~ à 4°c. 
Ensuite, on resépare les 2 phases en incubant 
la préparation 3 minutes à 37°C et en centri­
fugeant 2 minutes à 10000g. 

La phase supérieure est éliminée alors que la 
phase inférieure (phase détergente) est ramenée 
au volume initial à l'aide du tampon de lyse 
NP+O. 

2.4. MESURE DE LA RADIOACTIVITE 

2.4.1. Principe de la scintillation liquide 

Le comptage à scintillation liquide se base sur 
la mesure de la lumière émise par des photons 
provenant d'atomes qui ont été excités directe­
ment ou indirectement par les rayonnements. 

L'échantillon radioactif est placé dans une solu­
tion contenant du solvant organique et des subs­
trats scintillants. 
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Le solvant organique en plus de solubiliser 
les molécules de l'échantillon, transforme 
l'énergie cinétique des rayons en énergie 
électronique d'excitation. Cette énergie va 
alors être transférée aux molécules de scin­
tillants qui sont des molécules fluorescentes 
ou phosphorescentes qui lorsqu'elles retom­
bent d'un état excité au niveau fondamental, 
émettent des photons dans le visible. Cette 
lumière va passer dans une cellule photoélec­
trique qui va transformer la mesure du photon 
en impulsions électriques qui seront addi­
tionnées par l'appareil afin d'être comptées 
comme coups. 

On conçoit que du rayonnement initial à 
l'impulsion électrique mesurée, de nombreuses 
pertes interviennent à différents niveaux. 

On définit alors: 

- cpm: le nombre de coups par minute indi­
qué par l'appareil de comptage. 

- dpm: le nombre de désintégration par minu­
te des atomes radioactifs 

- l'efficience du comptage: le rapport QBQ 
dpm 

Tous les phénomènes qui réduisent l'efficience 
du comptage porte le nom de "quenching". 
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2.4.2. Procédure de mesure de la radioactivité 
--------------------
a. Radioactivité précipitable 

La mesure de la radioactivité précipitable 
permet de déterminer quelle est dans le 
lysat la part de radioactivité liée à des 
protéines. 

- On découpe dans du papier de fibre de 
verre un carré de lcm2 sur lequel un 
volume déterminé d'échantillon est déposé. 

- Il faut ensuite plonger successivement 
cette préparation dans de l'acide trichlo­
racétique (TCA) à 10% pendant 10 minutes 
à température ambiante, puis dans le même 
bain chauffé à 100°C pendant 10 minutes 
également. 

- Le papier de fibre de verre est séché à 

température ambiante. 

- Ensuite, on le place dans une fiole à 

comptage auquel on ajoute 4ml d'aqualumma 
(solvant+ scintillant). 

- La fiole est mise à compter dans un 
compteur ~ (Beckman LS-1801) • 

b. Radioactivité totale 

Pour compter la radioactivité totale d'un 
échantillon, on met directement un volume 
déterminé de celui-ci dans une fiole à 
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comptage contenant 4ml d'aqualumma. La 
fiole est mise à compter dans un compteur f 
(Beckman LS-1801). 

2.5. IVJ1UNOPRECIPITATION 
-------------------
2. 5 .1. Principe 

On utilise ici la haute spécificité de l ' anti­
corps monoclonal pour l'antigène qui nous 
intéresse en vue d'isoler cette molécule des 
autres protéines du lysat cellulaire. 

Pour précipiter le complexe Antigène-Anticorps, 
on peut provoquer la formation d'un réseau de 
grande taille. Mais pour constituer un tel 
réseau précipitant, il faut soit utiliser des 
anticorps précipitants (les IgM par exemple) 
qui même en excès provoque la formation d'un 
tel réseau, soit dans le cas des immunoglobu­
lines bivalentes (IgG par exemple) il faut un 
rapport de concentration adéquat des 2 réactifs 
(antigène et anticorps). 

Dans le but d'éviter la recherche laborieuse 
d'un rapport de concentration adéquat entre 
anticorps et antigène pour provoquer la forma­
tion d'un réseau précipitant, on utilise souvent 
une autre méthode de précipitation. Celle qui 
est la plus courante est l'utilisation de pro-



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

Espèce Classes fixatrices 

Homme IgG 1,2,4 
IgA2 
quelques IgM 

Lapin IgG 
Quelques IgM 

Souris IgG 2a, 2b, 3 
Quelques IgG 1 

Mouton IgG 2 

Chèvre lgG 

Rat IgG 

Cobaye IgG 1, 2 

Bovins -
Porc -

Tableau 2 - Variation des classes d 'immunoglo­
bulines fixatrices de la protéine 
A se2on les espèces 
D' arrès Godi ng (71) 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
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téine A fixée à un transporteur de grande 
taille non soluble. La protéine A ayant la 
propriété de se fixer sur la portion Fe de 
la plupart des IgG de mammifère. Toutefois, 
les classes et les sous-classes d'immunoglo­
bulines fixatrices de la protéine A varient 
fortement d'une espèce à l'autre (voir 

tableau 2) (71). 

On note que les IgG bovines ne se fixent pas 
ou peu sur la protéine A alors que la plupart 
des sous-classes d'IgG de souris s'y fixent 
bien. 

La protéine A est une molécule présente à la 
surface de staphylocoques, elle est constituée 
d'une seule chaine polypeptidique (PM 42000) 
liée de manière covalente à la couche de pepti­
doglycanes de la paroi bactérienne (7'2). 

2.5.2. Type de protéine A disponible et préparation 
pour l'immunoprécipitation 

a. Nature de la protéine A insoluble 

Plusieurs types de protéine A insoluble sont 
disponibles. 

La première source de protéine A insoluble 
que nous avons utilisée est une souche de 
bactéries Staphylococcus aureus Cowan I (SAC) 
fixée. Cette souche est l'une des meilleures 

productrices de protéine A. Le problème de 
cet immunoabsorbant est qu'il possède à sa 



~ Composition du tampon SAC 

- PBS 

- NP+O 

- Methionine 

mettre à pH 7,4 

O,OlOM 

o,5% 

2mM 

0,02% 

~ Composition du tampon SAC, ovalbumine 

- 1mg d'ovalbumine/ml de tampon SAC 



surface de nombreuses structures sucrées 
et protéiques qui adsorbent non spécifi­
quement des protéines marquées du lysat 
cellulaire. Ces protéines adsorbées sont 
autant de contaminants qui seront présents 
à la fin de l'immunoprécipitation (87). 

Pour contourner ce problème, nous avons 
utilisé du sepharose 4B protéine A 
( Pharmacia). 

b. Préparation de la protéine A en vue de 
l'immunoprécipitation 

frfp~r~tiou ~u_S!C_l.Q% 

- A lg de SAC lyophilisé, on ajoute 10ml de 
PBS, NaN3 o, 1%. 

- On lave 2 fois par une centrifugation de 
10 minutes à 4000 rpm. 

- Avec du PBS, NaN
3 

0,1%, on resuspend le 
culot dans 10 fois son volume. Cette sus­
pension est répartie en aliquot et conser­
vée à -70°C. 

- Ensuite, la suspension de SAC 10% est 
lavée 2 fois par centrifugation dans du 
tampon SAC.~ 

- Le culot est resuspendu dans 100 pl de 
tampon SAC, ovalbumine.~ 

- 100 ul de cette préparation de SAC 10% 
sont utilisés par immunoprécipitation pro­
prement dite ou par "preclearing". 



1 
1 
1 
1 

60. 

- La poudre de gel séché est rehydratée 
avec du tampon de lyse NF40. 
(lg de gel sec emplit un volume de 3,5ml 
une fois réhydraté) 

- 50 ),11 de gel réhydraté est lavé 2 fois 
par centrifugation de 1 minute à 13000 
rpm dans un tampon de lyse Nft+O puis 1 
fois dans du tampon de lyse NF40 ovalbu­
mine ( lmg/ml) • 

- On utilise 50 ul de gel hydraté, lavé, 
pour un immunoprécipité proprement dit 
ou pour un "preclearing". 

2 • 5 • 3 • " Pre c 1 e ar ing" 

Principe ........ 
On met l'extrait cellulaire en présence de 
l'immunoadsorbant de manière à éliminer la 
majorité des protéines qui s'y tient de façon 
non spécifique. 

Procédure . . . . . . . . . 
- soit 100,til. de SAC 10% en culot, soit 50 pl 

de sepharose 4B protéine A en culot sont mis 
en présence de l'extrait cellulaire pendant 
30 minutes à 4°c. 

- Après ce temps de contact, et une centri fuga­
tion, le surnageant est récupéré pour les 
étapes ultérieures d' immunoprécipi tation • 
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2.5.4. Immunoprécipitation proprement dite 
------------------
La procédure d'immunoprécipitation peut se 
découper en plusieurs étapes: 

a. Introduction du monoclonal 

b. Ajout du 2e anticorps: le Rabbit anti-
mouse · 

c. Adjonction de la protéine A insoluble 

d. Lavages du complexe immunoprécipité 

e. Elution des protéines retenues 

a. Introduction du monoclonal 

Un excès du monoclonal choisi (sous forme 
d'ascite ou d'anticorps purifié) est mis 
en contact avec le lysat "preclearé" ou non. 
L'incubation s'effectue 1 heure à 4°C. 

b. Ajout du 2e anticorps: le Rabbit anti-mouse 

Le rabbi t anti-mous ·e (RAM) est un sérum 
polyclonal obtenu par immunisation d'un lapin 
avec des IgG de souris. 

Cette 2ème étape est facultative mais elle 
offre une sécurité importante dans la fixa­
tion du complexe antigène-anticorps monoclo­
nal à la protéine A. Les immunoglobulines 
du lapin ayant une excellente affinité pour 
la protéine A (tableau 2). 

Le RAM est ajouté au lysat en léger excès 
par rapport au monqclonal. L'incubation est 



P'ROT EÎN E R 

INSOLVBL-E 

Figure 14 : illustration du complexe antigène - B2 Val 7C7 -

RAM - protéine A. 
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réalisée suivant les cas 1 heure ou 1 nuit 

à 4°c. 

On forme ici un complexe antigène- AC.Mo-RAM 

c. Adjonction de la protéine A insoluble 

La préparation est mise en présence de lOO p l 
de SAC 10% en culot ou de 50 ul de sepharose 
4B protéine A en culot pendant 1 heure. On 
forme ainsi le complexe protéine A-anticorps 
(1 ou 2) - antigène (figure 14). 

d. Lavage au complexe immunoprécipité 

En règle générale, cette étape de lavage 
sert à éliminer la majorité des contaminants 
protéiques qui se sont adsorbés non spécifi­
quement aux composants du culot. 

Il faut ici trouver un compromis, en effet, 
le lavage doit être suffisamment efficace 
que pour éliminer les contaminants, mais il 
ne doit pas être trop drastique au risque de 
dégrader le complexe protéine A-Ac. ~..o . (1 ou 
2) - antigène. 

Plusieurs lavages du culot sont réalisés par 
centrifugation de 2-3 minutes à 13000g. 
Des lavages plus ou moins drastiques peuvent 
être réalisés en fonction de la composition 
des tampons utilisés. 

Au cours de ce travail, différentes séries 
de lavages ont été utilisées. 



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

:% Composition du tampon immunomix 

- PBS pH 7,4 
- Sérum albumine bovine (BSA) 
- Triton 
- Désoxycholate de sodium (DOC) 

~ Composition du tampon Neufeld 

- Sodium dodecyl sulfate (SDS) 
- NaCl 
- Nft+O 

mettre à pH 8,6 

~ Com12osition du tampon Net 

- Tris-Cl 
- NaCl 
- NaN3 
- EDTA 

mettre ' PH 7,5 a 

:% Composition du tampon TD 

- Triethanolamine (Tea) 
- DOC 

mettre à pH 8 

~ Composition du tampon TNS 

- Tris-Cl 
- Nft+O 
- SDS 

mettre à pH 8 

5mg/ml 
1.% 
o,5% 

0,1% 
o,6M 
0,05% 

50mM 
0,15M 
0,02% 

5mM 

15mM 
o,5% 



- 2 x tampon SAC+ ovalbumine (lmg/ml) 

- 1 x tampon SAC+ ovalbumine (lmg/ml) 
+ 0,1% SDS 

2. §é~i~ 1e2 ~~p2n2 1~ll!!O~~ {l~v~g~ guf) 

- 1 x tampon immunomix ± 0,2 SDS 

- 1 x tampon immunomix 2M kcl 

- 1 x tampon Neufeld ~ 

- 1 x tampon Net Jt 

3. §é!i~s_d~s_t~Eogs_N~t_(!ayage_d2u;) 

- lx tampon Net~ o,15M + ovalbumine/mg/ml 

- l X tampon Net 0,5M + " 
- 1 X tampon Net 0,25M + " 
- 1 X tampon Net 0,15M + " 

4. ~ayage_eg ~~p2n_T~ ,Ç_l~v~g~ !ozeg) 

- 5 x tampon T~ 

5. ~ayage_T~S_(!ayage_m2y~n_à_d~rl 

- 5 x tampon TNS.lt 

Il 

" 

" 
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e. Elution des protéines retenues 

§. Principe 
• • • • • • • • 

Cette étape consiste à dénaturer les pro­
téines par l'action de divers agents. 
Pour dissocier les complexes antigènes 
(1 ou 2)-protéines A et pour décomposer 
l'antigène et l'anticorps en leurs sous­
unités. 

On peut réaliser cette élution de diverses 
manières, mais dans le but d'éviter une 
multiplication inutile d'étapes intermé­
diaires, on la fait dans un tampon prépa­
ratif à l'électrophorèse qui servira à 
l'analyse des échantillons. Ainsi, l'élu­
tion préparative aux gels SDS.-Page se 
fera en chauffant à l00°C le culot de 
l'immunoprécipité en présence de fortes 
concentrations en sodium dodecyl sulfate 
(SDS) et de~ 2 mercaptoéthanol. Celle 
préparant aux gels Ief se fera en remet­
tant en suspension le culot de l'immuno­
précipitation dans un tampon contenant 
de l'urée à forte concentrationJdes ampho­
lines et du fJ 2 mercaptoéthanol. 

§. Problème spécifique aux antigènes de 
classe II dans l'élution préparative 
au gel SDS-Page . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Si l'élution se fait à 100° en présence de 
forte concentration en SDS et ~ 2 mercaptoé-
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thanol, la chaîne 0< se sépare mal de la 
cha1ne ~; ceci serait dft au (3 2 mercap­
toéthanol qui, en présence d'une solution 
chaude de SDS, affecte la structure de la 
cha1ne f., , provoquant une augmentation de 
la liaison du SDS à cette chaîne qui migre 
moins vite en gel SDS-Page et donc se 

sépare moins bien de la cha1ne o( ( 73). 

On doit donc modifier quelque peu cette 
procédure soit en éliminant le passage 
à l00°C mais alors on ne désagrège pas 
tous les complexes antigène-anticorps­
protéine A ou encore, en omettant le (3 2 
mercaptoéthanol au risque de voir des 
agrégats de protéines ne pas se disso­
cier. 

Une autre méthode d'élution a donc été 
proposée: le clivage à l'acide (73). 
On peut aussi utiliser une méthode de 
clivage à pH basique décrite pour la 
préparation des antigènes d'histocompa­
tibilités par chromatographie d'affinité 

( ~). 

Protocoles . . . . . . . . . . 
- Elution et préparations des échantillons ----------------------------------------

E~~!_!~~-~~!~_êQê 

l 



~ Composition du tampon échantillon SDS 

- Tris 

- SDS 

· mettre pH 6,8 

0,0625M 

2% 

~ Composition du tampon "5 x concentré" 

- Tris-Cl 250mM 

- SDS 10% 

- Glycerol 50% 

- ~ 2 mercaptoéthanol 10% 

- Bleu de bromophénol 0,25% 
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1° §l~t!o~ §D§,)2 ~e~c~p~o~th8.!!o!, 
2h~uff~g~ ~ !OQ 0 

- Remettre en suspension le culot de 
l'immunoprécipité dans 20 ul de tam­
pon échantillon SD~ auquel on a 
rajouté un tampon "5 x concentrétt.x-; 

- On chauffe cette suspension dans un 
bain-marie en ébullition (100°) 
pendant 5 minutes. 

2° §l~t!o~ êDê,fl2 merc~p~o~tga,uo! 

- M~me chose qu'en 1° sans ébullition. 
Le tampon échantillon SDS et le tam­
pon "5 x concentré" sont laissés en 
contact 30 minutes à température 
ambiante. 

3° §l~t!og êDê,_cga~ffa~e_à_lQO~ 

- Même chose qu'en 1° sauf que le tam­
pon échantillon SDS ne contient pas 
de (3 2 mercaptoéthanol. 

4° ~l~t!og Eat ~l!v~g~ ~ !'~c!d~ 

- Remettre en suspension le culot de 
l'immunoprécipité dans une quantité 
déterminée d'HCl 0,2N de manière à 
descendre à pH 2,5. 
Laisser agir l'acide 15 minutes à 
température ambiante. 

Rajouter ensuite une quantité équiva­
lente de NaOH 0,2N de manière à re­
trouver un pH proche de 7. 



~ Composition du tampon TDN 

- Tea 15mM 

- Doc o,5% 
- NaCl o,5M 

mettre à pH 11 

~ Composition du tampon échantillon Ief 

- Urée 

- NF40 

- .Ampholine pH 5-7 

- Ampholine pH 3,5,10 
1 

- l) 2 mercaptoéthanol 

9,5M 

2% 
1,6% 

o,4% 

5% 



- Mettre alors une quantité de tampon 
"5 x concentrén de manière à le 
diluer 5 x. 

- Mettre en suspension le culot dans 
200 ul du tampon TDtr et laisser 
agir 20 minutes. 

- Centrifuger et récupérer le surnageant 
duquel on va précipiter les protéines 
à l'acétone : mettre 6 volumes d'acé­
tone à -20°C/ Volume de surnageant. 

- Le lendemain, on centrifuge cette pré­
paration 15 minutes à 6000g.Puis on 
laisse évaporer l'acétoœet on resus­
pend le culot de protéines déshydra­
tées dans 20 ul de tampon échantillon 
SDS + 5 ul de tampon "5 x concentrén. 

- §!~~!2~-~~-E~~E~~~~!2~-1~~-~2~~~!!!2~~ 
E2~!'._!~-B~!_J~f• 

Remettre le culot en suspension dans 25 
ul de tampon échantillon Ier. Laisser 
en contact 15 minutes à température am­
biante pour la séparation du complexe 
immunoprécipité. 
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- les échantillons sont centrifugés 
2 minutes à 13000g, le surnageant 
est récolté avec précaution et sera 
déposé sur le gel. 



1 
3. PURIFICATION D'ANTIGENE PAR CHOMATOGRAPHIE D'AFFINITE 

ET Y..ARQUAGE A L'IODE125 

3.1. PURIFICATION D'ANTIGENE PAR CHROVJÂTOGRAPHIE D'AFFINITE 

3.1.1. Préparation de l'extrait antigénique brut (74) 

- 150g de ganglions mésentériques bovins sont 
broyés au hachoir mécanique (V..oulinex) et 
récoltés à 4°C dans 150ml de tampon PBS + 
PMSF 0,2mM1 

- la préparation est ensuite filtrée sur gaze 
double épaisseur, 

- puis centrifugée 10 minutes à 400 RPM à 4°c 
pour sédimenter les cellules, 

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

- le surnageant est récolté et centrifugé 
1 heure à 60000 RPM 4°c (rotor 60 Ti) pour 
sédimenter les constituants cellulaires, 

- on resuspend le culot dans du tampon de lyse 
Nft+O, laissé 1 nuit à 4°c, 

- après cette incubation, le lysat est centri­
fugé 1 heure à 36000 RPM et le surnageant 
constitue l'extrait antigénique brut. 
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3.1.2. Chromatographie d'affinité 

- L'extrait antigénique est passé à raison de 
15ml/heure sur des colonnes placées en 

série ( 74) : 
• la colonne 1: sert de préfiltre et contient 

du sepharose 4B • 

• la colonne 2: constituée de sepharose 4B 
couplé à des Ig murines. Elle permet 
de retenir les protéines se fixant non 
spécifiquement sur ces Ig • 

• la colonne 3: consiste également en du sepha­
rose 4B couplé cette fois au monoclonal 
B2 VAL 7C7 servant à purifier les anti­
gènes BoLA de classe II. 

- Les colonnes sont ensuite lavées individuelle­
ment avec du tampon de lyse NF40 (10 à 15 fois 
le volume de la colonne) puis avec du tampon 
TD pour éliminer les protéines non spécifiques 
avant d'être éluées avec du tampon TDN. 

- L'éluat, contenant des protéines spécifiques, 
est alors immédiatement neutralisé par du 
TEA o,5M pH 7,9. 

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

- Elles sont stockées à 4°c dans du tampon 

PBS NaN3 o,1%. 

- 1ml d'éluat est concentré par une précipitation 

avec 6ml d'acétone à -20°C toute la nuit. 



2 OH - H2O2 

X 
oxidized l'"\ 0 
lactoperoxidase ~ / '.,_ lactoperoxidase 

\ J 
125(jî---?~+ ': enzyme-substrate 
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radioactive · 

iodide l 
exposed HO HO 125 

fy~MOO 1 
membrane protein _ _ _ ..,._ 

lipid { 
bilayer . 

Figure 15 Selective labeling of 
proteins on the outside of the plasma 
membrane by lactoperoxidase­
catalyzed iodination, As indicated, alJ 
reactions involving iodine are 
confined to the enzyme surface. The 
enzyme contains an iron atom at its 
active site that generates a free 
radical (in the tyrosine to be 
iodinated) as an intermediate in the 
reaction. 
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- Ensuite, on centrifuge 15 minutes à 6000 RPM 
pour précipiter les protéines. 

- Le "culot" protéique est alors resuspendu 
avec le tampon adéquat pour l'analyse élec­
trophoréique. 

3.2. MARQUAGE DES PROTEINES PURIFIEES A L'IODE 125 
---------------------------------------------

3 .2 .1. Principe 

Nous avons choisi le marquage de l'iode à l'aide 
de lactoperoxidase car c'est un marquage doux(1f) 
En effet, contrairement à d'autres techniques 
mettant directement la protéine en présence d'un 
réducteur puissant (chloramine T), celle-ci 
n'abime pas les protéines et garde les sites 
antigéniques intacts. La lactoproxidase en pré­
sence d'H2o2 et d'iode125 catalyse la substitu­
tion d'une molécule d'hydrogène sur les acides 
aminés tyrosine et histidine de la protéine à 
marque~ par une molécule d'iode125. L'enzyme 
est une intermédiaire de la réaction; elle est 
oxydée par la transformation de l'H2o2 en 20H-
et est alors chargée 2 fois positivement. Elle 
prend ensuite en charge une molécule d'I 125 
et la transfère sur une tyrosine ou une histi­
dine qui sera ainsi marquée (figure 15). 



~ Composition du tampon Phosphate NF40 

- Na H2POi+-H20 l,lM 

- NP40 0,5% 

mettre à pH 7,4 

1 
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3.2.2. Protocole (76) 

- Mettre dans un tube eppendorf 100 ug de l'an­
tigène de classe II dans 100 ul de tampon 
phosphate NP4cr. 

- Ajouter à cet eppendorf 5 ug de lactopero­
xidase et transférer le tout dans une cupule 
contenant 500 uci de Nar125 (Amersham). 

- Démarrer la réaction en ajoutant 5 ul 
d'H2o2 (0,03%) fraichement préparé. 

- Laisser incuber 45 minutes à température 
ambiante en agitant plusieurs fois. 

- Déposer tout le contenu du récipient sur une 
colonne sephadex G25 équilibrée et lavée 
successivement avec 10ml de tampon phosphate+ 
lmg/ml d'ovalbumine et avec 50ml de tampon 
phosphate N!t+O. 

- Rincer la cupule réactionnelle 3 fois avec 
100 ul de tampon phosphate N!t+O. 

- Déposer 2 ml de tampon phosphate N!t+O directe­
ment sur la colonne. 

- Lorsque l'échantillon a complètement pénétré 
le gel, on dépose du tampon phosphate Nfll+O 
par fraction de 500 ul, et on récupère l'éluat 
dans des tubes cristal numérotés de 1 à 20. 

- Chaque tube est compté au compteur Geiger pour 
estimer où se trouve la radioactivité associée 
aux protéines. 
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- On constate que dans les 3 premiers tubes se 
retrouve un pic de radioactivité qui corres­
pond à la sortie des protéines marquées. On 

ne garde que ces tubes. 



Fig.16- Réseau issu èe la 
poly~érisation de 1' 
acrylamide et èe la 
N N'-Néth!]Une:::isa­
cryl ar.1:..de. 
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4. ANALYSE 
-------

4.1. PROCESSUS ELECTROPHORETIQUE 

0 0 ,, ,, 
s , ' 

HO 0 
1 

HO 0 
's' ,, ,, 

0 0 

4.1.1. Electrophorèse unidirectionnelle sur gel de 
polyacrylarnide en présence de SDS (SDS-page) 

C.lTA. LYSE 

BASIQUE 

a. Principe 

L'électrophorèse sur gel de polyacrylarnide 
est une électrophorèse de zone couramment 

utilisée pour l'analyse d'un mélange com­
plexe de plusieurs protéines. Elle permet, 
en effet, la séparation des molécules en 
fonction de leur poids moléculaire avec une 
grande résolution et une grande reproduc­
tibilité. 

- Gel ~e_pQl~aQr~l.§}Ilid~ 

On réalise un gel de polyacrylamide en 
f aisant polymériser l'acrylamide 

(CH2= CH-CO-NH2 ) et le NN'-méthylène bisa­
crylamide (CH2 = CH-CO-NH-CH2-NH-CO-CH= Ch2). 
La polymérisation est initiée par des cata­
lyseurs produisant des radicaux libres, par 
exemple, le persulfate (H2so

5
) et le 

N N N'N'-tetraméthylène-diamine (Temed) : 



.._lité (caZ NC; wl 
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Fig.l 7- Graphique montrant la relation linéaire 
entre la mobilité des protéines et le% 
d•acrylamide des gels . 
D'après Podulso et al. (77). 
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75. 

La réaction est inhibée en présence d'un 
excès d'02 ; on prendra donc soin d'éviter 

les contacts avec l'air. 

La polymérisation de l'acrylamide sous forme 
de chaines pontées par les molécules de NN'­
méthylène bisacrylamide aboutit à la forma­
tion d'un réseau (figure 16). 

La réticulation du gel dépend du pourcentage 
d'acrylamide et de bisacrylamide utilisé. Il 
est évident que la mobilité électrophorétique 
des protéines diminue si la taille des pores 
diminue (figure 17) (77). 

Cependant, on remarque que l'influence de la 
taille des pores sur la mobilité varie d'une 
protéine à l'autre (77). Leur mobilité dépend 
également de leur charge et de leur taille. 

Le sodium dodecyl sulfate est un détergent 
+-anionique Na oso

3
-(cH2 )10-cH

3 
qui a pour 

r8le de rompre la structure tridimensionnelle 
des protéines. Le SDS a une partie hydrophobe 
qui provoque le déroulement de la protéine 
car les portions hydrophobes de la protéine 
se lient au SDS et sont exposées vers l'exté­
rieur. 

Le SDS étant chargé négativement, il rend 
toutes les protéines négatives quelle que 
soit leur charge de départ. L'abondance des 
charges négatives dépend de la taille de la 
protéine mais pour une molécule donnée, elle 



~ Composition du gel de séparation 12 % 

- Tris Cl 1,5M pH 8,o 
SDS o,4% 

- Acrylamide 30%~ 
Bisacrylamide o,8% 

- Eau 

- Temed pur 

- Persulfate d'ammonium (APS) 

2,5ml 

4ml 

3ml 

lOul 

0,5ml 

~ Composition de la solution d'acrylamide 30% -bisacry­
lamide o,8% 

- Acrylamide 28,38g portés à 100ml 

- Bisacrylamide 1,62g 
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est constante. La forme de l'association 
entre la protéine et le SDS étant également 
constante pour une protéine donnée, leur 
comportement électrophorétique sera alors 
uniforme. 
Leur séparation en SDS-Page se fera unique­
ment selon leur différence de poids molécu­
laire. 
On a montré qu'il existe une relation liné­
aire entre le rapport de la distance parcou­
rue par la protéine au front de migration 
et le logarithme de son poids moléculaire (78). 

b) Procédure (79) 

Préparation des gels . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Le gel de séparation des protéines (running 
gel) est précédé d'un gel plus lâche appelé 
gel d'empilement (stacking gel). Le gel 
d'empilement sert à concentrer l'échantillon 
avant qu'il ne pénètre dans le gel de sépa­
ration. 

1° Qe! 1e_s~P!l'~t!o~ 

- Les gels de séparation~ à 12% d'acryla­
mide sont coulés en gels plats de 0,75 
d'épaisseur, de 6cm de longueur, de 8cm 
de largeur. 

- On place au-dessus de l'alcool isobuty­
lique pendant le temps de polymérisation. 



~ Com:2osition du gel d'em:Qilement 3% 

- Tris-Cl 0,5M pH 6,8 

o,4-% 
1,25ml 

SDS 

- Acrylamide 30% 

Bisacrylamide o,8% 
0,5ml 

- Eau 2,25ml 

- Temed pur 5ul 

- APS 0,5ml 

~ Com12osition du tam12on d'électro:Qhorèse 

- Tris-Cl 25mM 

- Glycérine o,192M 

- SDS 0,1% 

~ Protéines étalons de poids moléculaires 
14 (C methylated mixture Amersham) 

14-.300 lysosyme méthylée 

30.000 anhydrase carbonique 

4-6. 000 ovalbumine méthylée 

69.000 sérum albumine bovine 

méthylée 

méthylée 

92.000 phosphorylase méthylée 

200.000 myosine méthylée 
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77. 

2° Qe! 1'~mEi!e~e~t 

- Le gel de séparation est ensuite sur­
monté d' l cm de gel d'empilement ~ à 

3% d'acrylamide. 

- Dès que le gel d'empilement est coulé, 
on met un peigne à 10 puits et la poly­
mérisation se fait en quelques minutes. 

Electrophorèse . . . . . . . . . . . . . . 
- On dépose dans chaque puits 20 ul d'échan­

tillon préparé à l'aide du tampon échan­
tillon SDS et du tampon "5 x concentré". 
Dans ce dernier, la glycérine sert à aug­
menter la densité de l'échantillon et le 
bleu de bromophenol, colorant de faible 
poids moléculaire, permet de situer le 
front de migration. 

- Du tampon d'électrophorèse~ est placé daœ 
la cuve à électrophorèse (mini protean 
cell. Biorad). 

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

- Parallèlement aux échantillons déposés, on 
fait migrer sur une des pistes du gel un 
mélange de protéines étalons radioactives 
de PM connus (c

14 methylated mixture 
Amersham)~. 
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4.1.2. Electrophorèse bidirectionnelle 
----------
a. Principe général 

On combine 2 techniques dans cette électro­
phorèse bidirectionnelle : l'isoélectrofo­
calisation en présence d'un détergent neutre 
et d'urée (agent dénaturant) dans une pre­
mière dimension et le gel électrophorétique 
plat En .présence de SDS ( agent dénaturant) 
dans la deuxième dimension. 

La séparation des protéines se fait en 
fonction de deux de leurs propriétés physi­
ques indépendantes: leurs charges et leurs 
poids moléculaires. 

b. Première dimension (IEF) 

fr!n~iEe_d~ 2éEafa~i2n 

L'isoélectrofocalisation sépare les protéines 
en fonction de leurs charges. En effet, sous 
l'action d'un champ électrique, on fait 
migrer les protéines dénaturées par une 
forte concentration en urée dans un gradient 
de pH. 
La protéine va migrer dans ce champ électri­
que en fonction de sa charge jusqu'à ce qu'el­
le atteigne un pH qui correspond à son point 
isoélectrique. Elle ne sera alors plus char­
gée et sera bloquée à cet endroit, n'étant 
plus soumise au champ électrique. On dit que 
la protéine a atteint son point d'équilibre. 
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79. 

Etablissement du gradient de pH - - - - - - - - - - - - - - - -
Le gradient de pH est créé par un mélange 
de polyampholytes ayant des points isoélec­
triques différents. Ces molécules sont de 
petites protéines synthétiques de bas poids 
moléculaire présentant des fonctions acides 
et basiques. Elles ont une capacité de 
tampon et de solubilité élevée au point 
isoélectrique, ainsi qu'une bonne conducti­
vité (80). Dans le champ électrique, les 
ampholytes vont donc migrer jusqu'à leur 
point isoélectrique et produire un certain 
pH à cet endroit. Les ampholytes les plus 
acides vont se concentrer vers l'anode, les 
plus basiques vers la cathode. 

La composition des ampholytes commercialisés 
ne donne pas un gradient de pH tout à fait 
linéaire, c'est pourquoi, il est intéressant 
de mélanger 2 lots d'ampholines de firmes 
différentes (Dr Lecoq, communication person­
nelle, H.Erasme). 

Lors de la préparation des gels, nous utili­
sons une résine échangeuse d'ions mixtes 
(l'amberlite MB-1 (LKB))qui enlève les impu­
retés chargées qui risqueraient d'interférer 
avec la migration (Dr Lecoq, communication 
personnelle, H.Erasme). 



~ Composition du gel IEF 

- Urée 9,2M 

- Acylamide 30% 

Bisacrylamide o,8% 

- 10% NF40 

- Eau 

- .Ampholines pH 5-7.4% 

- .Ampholines pH 3,5-10.2% 

- 10% APS 

- Temed 

2,75g 

0,665ml 

1,om1 

0,78ml 

400 ul 

50 ul 

6 ul 

4 ul 
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Procédure - - - - -
Préparation des gels IEF (81) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
- Mélanger les différents constituants~ 

des ·gels. 

- Il faut que l'urée soit dissoute, on y 
ajoute une ·cuillère d'amberlite (échan­
geurs d'ions) et on laisse agir 30 minu­
tes à température ambiante. 

Pour rappel 

• L'urée est utilisée à haute concentration, 
elle détruit les liens hydrophiles et 
déstabilise les ponts hydrogènes. 
Elle dénature et dissocie de ce fait les 
protéines. 

• Le NP+0 solubilise les protéines hydropho­
bes tels que les protéines membranaires • 

• Le ~ 2 mercaptoéthanol est un réducteur 
puissant empêchant la formation de ponts 
disulfures. 

Préparation des tubes cylindriques . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
- Les tubes ont une longueur de 15cm et un 

diamètre interne de 2,5mm. 

- Avant l'utilisation des tubes, ils doivent 
être lavés soigneusement dans une solution 
d'acide (HCl o,lN) à 100°c, ensuite rincés 
à l'eau distillée et séchés.Cette opération 



~ Composition du tampon basique pour l'IEF 

- NaOH o,02M 

~ Composition du tampon acide pour l'IEF 
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81. 

permet aux gels de s'accoler parfaitement 

aux tubes. 

- Les tubes sont marqués à 13 cm, à l'une 
des extrémités et l'autre est enrobée de 
plusieurs couches de parafilm. 

- Les gels sont alors coulés dans les tubes 
jusqu'au trait à l'aide d'une seringue 
terminée par une longue aiguille très fine. 

- Lorsqu'on coule les gels, on évite la for­
mation de bulles en y appliquant une bonne 
pression. 

- Les gels sont alors surmontés d'un "gel 
overlay" (urée 8M en eau distillée) 
pendant le temps de polymérisation. 

- Ensuite le "gel overlay" est remplacé par 
20 ul de tampon échantillon IEF. 

~l~c1r2phorè2e 

La cuve électrophorétique est composée de 
deux parties. 
La partie supérieure contient le tampon 
basique~ dégazé et la partie inférieure 
contient le tampon acide~. 

- On fait ici un prérun pour éliminer les 
contaminants chargés et pour équilibrer 
le gradient de pH. Pour se faire, on 
ajoute 20 ul de tampon IEF sur chaque gel 
et du Na OH o,02M. 



~ Composition du 11sample overlay11 

Urée 9M 

- Ampholine pH 5-7 o,8% 

- Ampholine pH 3,5-10 0,2% 
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82. 

On applique 200 V pendant 15 minutes 

300 V " 30 " 
400 V " 30 Il 

- On arrête l'électrophorèse et on retire 
le Na OH. 

- Pour l'électrophorèse proprement dite, on 
dépose les 20 ul d'échantillons du côté 
basique des gels qui sont surmontés de 
10 ul de "sample overlay"Jt- et de Na OH 
0,02M. 

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

- Ensuite, pendant 1 heure, on augmente le 
voltage à 800 volts, cette procédure 
resserre les bandes de protéines et réduit 
les traînées dans la dimension IEF. 

c. La deu:x:i~~e dimens1PD (SDS-Page) 

Principe ........ 
Le gel SDS-Page comme expliqué précédemment 
sépare les protéines dénaturées par le SDS 
en fonction de leurs poids moléculaires. 

En conséquence de ces 2 modés de séparation 
successifs, on aura différentes taches dans 
le gel SDS-Page de la 2ème dimension (2D). 

Chaque tache correspondant à une protéine ou 
un groupe de protéines ayant un point isoélec­
trique et un poids moléculaire donné. 



~ Composition du tampon d'équilibration 

- Tris o,5-PH 6,8 

- Glycerol 

- SDS 10% 

-~2 mercaptoéthanol 

- O, 057o BEP 

- Eau 

25ml 

20ml 

40ml 

10ml 

5ml 

100ml 
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Procédure . . . . . . . . . 
La préparation du gel SDS-Page se rapproche de 
celle de l'électrophorèse unidirectionnelle, 
excepté que dans le cas présent on coule les 
gels en grands gels plats de 1,5mm d'épaisseur, 
de 16cm de longueur et de 16cm de largeur. 

Ici, on n'utilise pas de peigne et on surmonte 
le gel d'une baguette pendant le temps de poly­
mérisation. Un petit puits sur le côté est 
réservé pour les protéines étalons. 

Les gels de première dimension sont démoulés 
en injectant de l'eau avec une certaine pres­
sion du côté basique du gel cylindrique. 

Les gels sont placés dans 5ml de tampon d'équi­
libration~ pendant 30 minutes, ainsi les pro­
téines séparées par IEF se chargeraient de SDS 
et pourront migrer dans le gel 2D. 

Les gels de première dimension sont disposés 
ensuite sur les gels SDS-Page. Le côté sur 
lequel l'échantillon a été déposé est toujours 
mis à l'opposé des étalons. Le gel de première 
dimension est solidarisé au gel SDS par de 
l'agarose 1% en tampon échantillon SDS. 

On place le gel 2D chargé dans une cuve à élec­
trophorèse (Protean II cell, Biorad) avec du 
tampon électrophrétique. 

On applique un courant de 40mA/gel pendant 5 
heures. 



~ Composition de bain de DMSO et PPO 

- Dimethyl sulfoxide (DMSO) 200ml 

- Diphényl 2,5 oxazole (PPO) 60g 
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4.2. DETECTION 

a. Autoradiographie (82) 

Après séparation des antigènes marqués isotopique­
ment, le gel est placé dans 3 bains successifs de 
diméthyl sulfoxide (D~$0)) puissant déshydratant, 
pendant 30 minutes. 
Ensui te, on le place dans un bain de Dl~O et PPcr' 
pendant 4 heures ou toute la nuit. Le DMSO sert ici 
de solvant pour le PPO qui est un substrat scin­
tillant. Le PPO pénètre donc dans le gel. 

Ensuite, le gel est lavé à l'eau courante pendant 
40 minutes pour le réhydrater et précipiter le PPO. 

Le gel est alors placé entre 2 papiers de cello­
phane et séché au moins 5 heures sur un sécheur de 
gel relié à une pompe à vide. 

Une fois sec, le gel est mis en sandwich entre 2 

films (hyperfilm TM- MP, Amersham) dans l'obscurité 
et stocké dans une cassette à -70°C pour un temps 
d'exposition plus court. 

Dans le cas de gel de protéines marquées à l'iode125, 
le montage gel sec/films est placé entre des écrans 
renforcateurs. On améliore ainsi la sensibilité de 
la détection des échantillons marqués. 

Après un temps d'exposition, le film est développé 
dans un révélateur radiographique manuel à con­
traste variable (Polycon ~~y & Baker) et fixé dans 
un fixateur radiographique manuel ultra-rapide 
( Perf ix May & Baker) • 



~ Solution de coloration au bleu de coomasie 

- bleu de coomasie 
(brillant blue R 250) 

- Méthanol 

- Eau distillée 

- Acide acétique glacial 

~ Solution de décoloration 

- Méthanol T 

- Acide acétique T 

- Eau distillée 

0,25g 

45ml 

45ml 

10ml 

30ml 

10ml 

60ml 
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b. Coloration au bleu de coomasie 

Après séparation, sur gel SDS- Page, de protéines 
non marquées, le gel est fixé et coloré dans une 
solution de coloration au bleu de coomasie~ 
pendant 30 minutes. 

Ensuite, le gel est plongé dans une solution de 
décoloration~. 
Après ce traitement, les protéines séparées seront 
marquées par le bleu de coomasie. 
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11 A tout argument s'oppose un argument égal 11 

Sextus empiricua 

Hypotyposes pyrrhoniennes 
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86. 

O. PREAMBULES 
----------

0.1. AVIS AU LECTEUR 

A ce point de notre rédaction, nous nous devons 
d'avertir le lecteur que la présentation des résultats 
ne suivra pas la découpe classiquement acceptée: 
Résultats - Discussion. 

Pour des raisons de clarté, voirepour limiter la con­
fusion, nous avons choisi de reprendre par ordre chro­
nologique le cheminement à travers les méandres de 
l'immunoprécipité des molécules de classe II bovines 
par notre anticorps monoclonal (B2 Val 7c7). 

Chaque étape d'avancement du travail faisant alors 
l'objet d'une brève discussion, celle-ci servant de 
justification pour l'étape ultérieure. 
Nous pensons qu'une telle découpe permettra une 
meilleure compréhension de notre démarche. 

Au vu de la séquence suivie à chaque étape pour obtenir 
des informations (marquage métabolique immunoprécipité, 
analyse par électrophorèse SDS-Page, autoradiographie) 
et le temps nécessaire à son bon déroulement, nous 
avons souvent été obligés de surcharger le gel SDS-Page 
pour accélérer l'impression du film au risque de perdre 
une partie de l'information. Nous avons, pour des 
raisons de "timing", parfois d1l concevoir un nouveau 
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protocole sans pouvoir tirer le meilleur parti des 
enseignements de l'expérience précédente. 

0.2. CHOIX DE L'ANTICORPS B2 Val 7c7 
-------------------------------
Entre autres anticorps monoclonaux anti-BoLA de 
classe II qui étaient à notre disposition, le 
B2 Val 7C7 était le mieux caractérisé et le seul 
accepté internationalement puisqu'il a fait l'objet 
d'une publication à l'origine (39) et que des labora­
toires étrangers l'ont déjà utilisé pour des expérien­
ces dont les résultats ont été publiés ou non (48,83). 

A la question de savoir si ce monoclonal reconna1i 
réellement une spécificité monomorphe ou polymorphe, 
nous ne sommes pas en mesure de répondre avec certi­
tude (voir Matériel et méthode, chapitre 1). 

De toute façon, nous estimons qu'il reconnaitra suffi­
samment d'allèles pour que l'étude du polymorphisme 
des molécules précipitées à l'aide de cet anticorps ait 
un sens. En effet, même s'il s'avère que le B2 Val 7c7 
est réellement polymorphe, c'est à spécificité très 
large, c'est-à-dire qu'il reconnaitra un épitope 
partagé par de très nombreux allèles. 

Le travail effectué dans le cadre de ce mémoire ne nous 
a pas permis d'aller jusqu'à l'étude du polymorphisme 
des molécules BoLA de classe II puisque l'immunopréci­
pité de cette molécule (première étape) n'a pas pu être 
mis véritablement au point. Dans le but de vérifier si 
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88. 

aucune amélioration n'aurait pu être obtenue par 
l'utilisation d'autres anticorps monoclonaux, nous 
avons ponctuellement employé le 12.06 et le JE.1B5. 
Mais puisqu'aucun élément encourageant n'a été 
obtenu durant ces investigations et pour ne pas 
alourdir ce manuscrit, ces résultats n'ont pas été 
présentés. 
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1 • PREMIERE PARTIE 

1 • 1. PREMIERE ETAPE : TRANSPOSITION DES CONDITIONS 
D'IMMUNOPRECIPITATION DES ANTIGNES 
DE CLASSE I aux antigènes de classe II 
--------------------------------------

1.1.1. Expérience n° 1 

Pour débuter la mise au point de l'immunopréci­
pité des antigènes de classe II bovins à l'aide 
du B2 Val 7C7, nous avons reproduit des condi­
tions utilisées pour l'immunoprécipitation des 
antigènes de classe I bovins à l'aide de l'anti­
corps monoclonal Thy 1 11B2 • 

Le déroulementdes tests est décrit en détail 
dans la fiche technique n° 1. 

En bref, des cellules mononuclées du sang périphé­
rique de bovin sont marquées métaboliquemej5 pendant 
4 heures par incorporation de méthionine S • Après 
une lyse en tampon de lyse NP40 et une étape de 
"preclearing", un aliquot du lysat cellulaire est 
immunoprécipité par addition d'ascite B

2 
Val 7C7 

suivie de Staphylococus aureus utilisé comme immuno­
adsorbant. 
La seule modification apportée au protocole utilisé 
dans le cas des antigènes de classe I est l'emploi 
de lavages moins durs. 
Au lieu des lavages durs de la série des tampons 
immunomix, on fait ici 2 lavages en tampon SAC et un 
lavage en tampon SAC, 0,1% SDS. 
Cette précaution devant limiter le décrochage des 
antigè nes de classe II au cours des lavages. En outre, 
pour les motifs évoqués en Matériel et méthode, 
l'élution de l'immunoprécipité se fera en tampon 
échantillon SDS à l00°C sans ,

2 
mercaptoéthanol. 



FICHE TECHNIQUE N°1 

Type de ce 1 1 u I es ut i I i sées : c·ellules mononucléées 

Marquage métabo I i que - isotope : méthionine 535 

- temps d'incubation : 4H OO. 

- concentration en ce 1 1 u I es : 

Pistes A 8 C D E 

1 

Nature du Lysat total 
lysat ut i I i sé (NP40) 

, 

Matériel 

ut i I i sé 5 .10·6DPM 

Préclearing SAC 30' '4 ° 

1er AC -vo 1. lüul lüul 

-nature 11B 7C7 

-tps/T 0 asci€e ascite 
lH,4° lH,4° 

2e AC -vo 1. 

-nature / 

-tps/T 0 
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absorbant 

-nature SAC 

-tps/T 0 

15' '4 ° 
-----·-

Série des 
Lavages tampons SAC 

tampon échant. 
Elut ion SDS,100° ,~-

Nbre DPM 
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mis sur ge 1 

.!td.~t ; .i.c&r. té -f!.R."',, 
?Ife.Ac ~ e_ A ca./ fo/lf.o-- 1\. al 

11 
1 

du sang périphé r iqu el 

1 
6 

25.10 cell./ml . 

1 
F G 

1 
1 

1 
1 

1 
1 
1 
1 
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44 K-

Photo n°1 : Résultats d'IP analysés sur gel SDS-Page 

révélés à l'autoradiographie (3 jours d'impression). 

La signification des pistes A et Best reprise dans 

la fiche technique n°l. 

La bande de la piste A notée à 44000 PM représente 

(12 %) 

les chaînes lourdes des molécules de classe I précipitées 
par le Thy 1 11B

2
. 



'I 
1 
'I 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

90. 

a) Résultats 

Les résultats sont présentés dans la photo 
n° 1 (après 3 jours d'impression). 

Comme attendu, l'immunoprécipitation de 
l'antigène de classe I (piste A) donne une 
bande majoritaire aux environs de 44000 de 
poids moléculaire en plus de quelques conta­
minants. Le rapport signal/bruit de fond 
est bon. Puisque les étalons de poids molé­
culaire sont absents, c'est en comparant 
cette piste A avec d'autres immunoprécipités 
classe I réalisés dans les mêmes conditions 
en présence d'étalons de poids moléculaire 
que l'on peut indiquer le poids moléculaire 
de la chatne lourde de classe I (44 Kd). 

L'analyse de l'immunoprécipité (IP) de l'anti­
gène de classe II (Piste B) montre une série 
de bandes étalées sur les 2/3 supérieurs du 
gel sans qu'aucune bande ne se détache réelle­
ment des bandes avoisinantes. De plus au 
sommet du gel, on peut noter une zone forte­
ment marquée ainsi que des trainées verticales 
issues de cette zone apicale. 

b. Discussion 

Dais l'immunoprécipité de l'antigène de 
classe I (Piste A) seule la chatne lourde 
après séparation des sous-unités donne un 
signal visible. La p2 M normalement associée 
ne contient pas de méthionine (8+); elle 
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restera donc invisible à l'autoradiographie 
dans les conditions de marquage utilisées 
ici. Pour rappel, en condi"tions normales, 
les IP d'antigènes de classe I sont soumis 
avant élution à des lavages plus drastiques 
que ceux utilisés ici, avec pour conséquence 
une nette réduction des bandes parasites. 
Dans le cas présent, l'utilisation du tampon 
SAC n'a pas suffi à éluer les contaminants. 

Cette expérience nous montre que si les con­
ditions d'immunoprécipitation semblent au 
point pour les antigènes de classe I, elles 
ne paraissent pas transposables aux antigènes 
de classe II. Il faut néanmoins s'assurer que 
ces antigènes sont bien exprimés par les 
cellules de l'animal utilisé. 

Etant donné que personne ne peut affirmer 
que le B2 Val 7C7 est un anticorps monomorphe 
ou polymorphe, nous sommes obligés de véri­
fier à chaque fois si l'animal est reconnu 
par ce monoclonal. Pour cette première expé­
rience, faute d'avoir vérifié la positivité 
de l'animal, un doute subsiste quant à 
l'expression de "l'antigène B2 Val 7C7" chez 
celui-ci. 



FICHE TECHNIQUE N°2 1 
Type de cel Iules uti I isées : cellules mononuclées du sang périphérique 1 
Marquage métabolique - isotope : méthionine s

35 

- temps d'incubation : 4H00 

- concentration en cel Iules 

Pistes A 8 C D E 

Lysa.t 

Nature du total 

lysat ut i I i sé (NP40) 

Matérie l 
5.10

6 
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40 
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7C7 
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-tps / T0 lH, 4 ° 
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-tps/T 0 15 1 
· , 4 ° 

-.-a---1... 
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Lavages des tam 
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tp éch. 

Elut ion SDS, 100' 
B~~c. - -

Nbre DPM 13000 
récupérés DPM 

Nbre DPM 13000 

sur gel DPM mis 

6 2.5 • 10 ce 11 . /ml 

F G H 
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1 
1 

1 
1 
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92 K 

69 K 

46 K 

30 K-

front de 
migration 

ET A 

Photo n°2 : Résultat d'IP analysé sur gel SDS-Page (12 %) 

révélé à l'au~oradiographie (9 jours d'impression). 

ET : Piste des étalo ns de poids moléculaire. 

La signification de la piste A est donnée dans la f i che 

technique n°2 . 
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1.1.2. Expérience n° 2 

Nous avons répété le protocole de la première 
expérience en utilisant les cellules sanguines 
d'un animal exprimant des antigènes reconnus 
par le B2 Val 7c7. 
La fiche technique du protocole n° 2 est 
reprise ci-contre. 

a) Résultats 

Ces résultats sont présentés dans la photo 
n° 2. 

Plusieurs points sont à noter : d'abord, 
le bruit de fond est toujours fort élevé; 
ensuite, pour chaque piste au sommet du gel 
de séparation, une bande fortement marquée 
est présente, on la rencontrait déjà au 
sommet de la piste B de la première expé­
rience. 

En outre, un signal se démarque légèrement 
du bruit de fond aux alentours de 30000 de 
poids moléculaire. 

b) Discussion 

La bande bien marquée que l'on observe aux: 
alentours de 30000 de poids moléculaire peut 
correspondre soit à un contaminant protéique 
majeur, il se peut aussi que ce soit l'anti­
gène de classe II dont on ne parviendrait 
pas à distinguer les deux sous-unités 
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constituantes dans nos conditions d'élution 
et d'analyse. Rappelons que les chaines°', 
~ de classe II ont un poids moléculaire 

relativement proche dont la détermination 
peut être perturbée par un traitement réduc­
teur à 100°c lors de l'élution (73). 
N'ayant pas appliqué ces conditions réduc­
trices, nous pourrions nous attendre à avoir 
une meilleure résolution des deux sous-unités 
des antigènes de classe II, qui semblent ici 
confondue en une bande unique. 

Quant au signal important au sommet du gel, 
soit il s'agit d'un contaminant majeur de 
haut poids moléculaire, soit c'est un préci­
pité de protéines. Cette deuxième hypothèse 
est vraisemblable puisqu'on a fortement 
chargé le gel en protéines et que l'on tra­
vaille en conditions non réductrices. En cas 
de précipité protéique au sommet du gel, la 
quantité de protéines pénétrant et séparée 
sur le gel est fortement réduite avec pour 
conséquence un allongement du temps de 
détection. 

1.1.3. Conclusion 

En conclusion, les conditions optimales pour 
immunoprécipiter des ~~tigènes de classe I 
bovin à l'aide de Tey l 11B2 ne sont pas directe­
ment extrapolables pour les antigènes de classe 

II bovin à l'aide du B2 Val 7c7. Il faut donc 
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revoir les conditions pour l'immunoprécipita­
tion de molécules de classe II. 

Les questions qui restent posées sont: 

1. La bande visible à 30000 de poids moléculaire 
est-elle un contaminant ou des antigènes de 
classe II imparfaitement séparés en leurs 
2 bandes constitutives? 

2. Quelle est la nature de la zone fortement 
marquée au sommet du gel? 
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Photo n°3 : Résultats d'IP analysés sur gel SDS-Page 

(12 %) révélés par l'autoradiographie (9 jours d'impression 

ET: Piste des étalons de poids ·moléculaire. 

La signification des pistes A,B,C et D est donn é e dans 

la fiche technique n°3. 
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1.2. DEUXIEME ETAPE 
--------------

95. 

: EFFET DES CONDITIONS D'ELUTION SUR 
LA BANDE DE 30000 DE POIDS MOLECULAIRE 
ET SUR LA ZONE FORTEMENT Jv<JŒQUEE DU 
SOMMET DU GEL 
--------------------------------------

Nous avons tenté d'analyser le comportement de la zone 
fortement marquée du sommet du gel et de la bande qui 
nous intéresse autour de 30000 de poids moléculaire 
dans différentes conditions d'élutions. 

Les conditions d'immunoprécipitation sont précisées 
dans la fiche technique n° 3. 

Le protocole est identique à celui utilisé précédemment 
sauf que les lavages sont effectués 3 fois en tampon SAC 
sans SDS. Cette série de lavage est encore moins drastique 
que ceux utilisés dans la première expérience. 

Les diverses modalités d'élution choisies se passeront 
toutes en présence de SDS, mais se distingueront par le 
passage ou non à l00°C et par la présence ou non de ~

2 
mercaptoéthanol. 

a) Résultats 

Les résultats sont présentés en photo 3. 

On note que quel que soit le type d'élution, les 
contaminants restent nombreux et semblent de même 
type sur toutes les pistes. 

Les 4 pistes présentent un signal distinct aux alen­
tours de 30000. Ce signal est plus particulièrement 
visible pour les deux élutions avec passage à 100°c. 
de l' immunoprécipité (pist.e C et D). Le nombre de 
DPM récupéré dans ces deux échantillons est d'ailleurs 
plus élevé. 
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De plus, on constate qu'à chaque fois que du ~2 
mercaptoéthanol est ajouté à l'échantillon 
(piste B, D), la zone fortement marquée dans la 
partie supérieure du gel disparaît. 

b) J;2iscussion 

La zone fortement marquée au sommet des pistes 
disparaissant en condition réductrice, il semble 
donc bien que ce signal ne soit pas dû à des pro­
téines de haut poids moléculaires mais à des préci­
pités de protéines au sommet du gel. 

Si nous récapitulons: le fait de chauffe~ · à 1Q0°C 
l'échantillon permet une élution plus efficace 
(C, D) et le ~2 mercaptoéthanol empêche la précipi­
tation de protéines au sommet des gels de séparation, 
mais l'utilisation simultanée de ces deux conditions 
est à éviter pour une meilleure visualisation des 
sous-unités de la molécule de classe II. En consé­
quence, chaque fois qu'une grande quantité de maté­
riel sera utilisée dans un immunoprécipité, pour 
éviter les précipitations de protéines consécutives 
à une surchage · du gel, nous utiliserons des condi­
tions d'élution réductrice à froid. Par contre, si 
un faible taux: de radioactivité est utilisé dans un 
immunoprécipité, on chauffera l'échantillon à l00°C 
dans du tampon échantillon SDS dépourvu de ~2 
mercaptoéthanol pour éluer un maximum de matériel. 

Au cours de cette expérience, on n'est malheureuse­
ment pas parvenu à vérifier que la bande majoritaire 
proche du poids moléculaire de 30000 est réellement 
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unique ou bien résulte de la comigration des 
deux sous-unités de nos antigènes de classe II. 
Et, étant donné le nombre important de contami­
nants, il est toujours impossible d'affirmer s'il 
s'agit de notre molécule de classe II ou non. 
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1 - temps d'incubation : 4HOO 

- concentration en cel Iules 6 25.10 cell./ml 

1 
Pistes A B C D E F G Hl -1,so.é Nature du ta.! 1 lysat ut i I i sé 

{'/IIP'/o) 

Matériel 
.f 10 '.!JI'"! 

1 
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'fo 

1er AC -vo 1. .,lo~t 
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"111 I 'fO 
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-nature / 
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- ... --- -- .. 
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11 fi~-

Nbre DPM '/()oo 1, récupérés 
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Photo n°4 : Résultat d'IP analysé sur gel SDS-Page (12%) 

révélé à l'autoradiographie (10 jours d'impression). 

ET: Piste des étalons de poids moléculaire. 

La signification de la piste A est donnée dans la fiche 

technique n°4. 
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1.3. TROISIEME ETAPE: ESSAI D'ELIMINATION DES CONTAMINANTS 
--------------- ------------------------------------
Plusieurs approches s'offraient à nous. Nous pouvions, 
soit après immunoprécipitation par des lavages adé­
quats tenter d'éliminer les protéines non spécifiques 
résiduelles, soit avant la précipitation, sélection­
ner une fraction protéique détergent soluble suscep­
tible d'être relativement enrichie en antigènes de 
classe II, ou en tout état de cause déplétée de 
nombreux contaminants hydrosolubles. 

1.3.1. Utilisation de lavages drastiques 

Dans le but de diminuer les fixations non spé­
cifiques, la première mesure envisagée est la 
modification des conditions de lavage. 

Pour ce faire, on a utilisé une série de lavages 
qui donne d'excellents résultats pour l'immunopré­
cipitation des antigènes de classe I à l'aide du 
monoclonal Thy 1 11B

2
• N :ous avons réalisé la même 

expérience que celle présentée sur la piste A. de 
la photon• 2, sinon que les lavages réalisés ici 
sont ceux de la série des lavages en tampon immu­
nomix. Cette succession de tampons à forte !2,l~~it~ 
et contenant du SDS devant assurer un maximum d'éli­
mination des proteines contaminantes. 

Pour plus de détails sur le protocole suivi, 
voir la fiche technique n° 4. 

a) Résultats 

Ces résultats sont présentés dans la photo 
n° 4. 
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Après 10 jours de développement, alors que 
les étalons de poids moléculaire sont nets, 
ni les antigènes immunoprécipités ni les 
contaminants ne sont détectables (Piste A). 

b) Discussion 

Ne pouvant attendre plus longtemps l'arrivée 
d'un signal, nous devons conclure que ces 
lavages sont trop drastiques. Nous devons 
donc envisager une autre méthode pour la 
suppression des contaminants. Notre choix 
s'est porté sur la séparation de phase 
gr!ce au tampon de lyse au TX 114, tout en 
utilisant des lavages peu drastiques. 

1.3.2.1. Mise au point de la séparation de 
phase au TX 114 

Pour vérifier l'efficacité de cette 
séparation de phase, nous avons réalisé 
une électrophorèse en deux dimensions 
(Ief / SDS- Page). 

Des cellules mononuc1é3' marquées métabolique­
ment à la méthionine S ont été lysées en 
tampon de lyse au TX 114. Après séparation de 
phase, un aliquot de la phase détergente 
(0,9.106 DPm) et un aliquot de la phase aqueuse 
(1,2.106 DPm) sont précipités à l'acétone, 
resuspendus en tampon Ief et mis sur les gels 
de première dimension. 
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Photo n°5 : Electrophorèse en 2 dimensions (Ief/SDS-Page)I 

de la phase aqueuse (l,2.10 6DPM) obtenue après l yse de 

cellules (marquées à la méthionine s 35 ) à l'aide du 1 
tampon de lyse TX114. 

La révélation s'est faite par autoradiographie. 

ET: Piste des étalons de poids moléculaire. 

Les sens ·Ief et SDS-Page sont indiquées par des flèches. 
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Photo n°6 : Electrophorèse en 2 dimensions (Ief/SDS-Page) 

de la phase détergente (0,9.10 6 DPM) obtenue après lyse 

de cellules (marquées à la méthionine s35 ) à l'aide 
du tampon de lyse TX114. 

ET: Piste des étalons de poids moléculaire. 

Les sens Ief et SDS-Page sont indiqués par des flèches. 

La révélation s'est faite par autoradiographie. 

1 

1 

1 

j 



1 
1 
1 
1 
1 
11 
11 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

100. 

a) Résultats 

Ces résultats sont visibles sur les 
photos n° 5 et n° 6. 

Bien que les temps d'impression ne soient 
pas identiques, on observe que la radioac­
tivité se répartit en un plus grand nombre 
de "spots" dans la phase aqueuse (photo 
n° 5). Malgré le temps plus court d'expo­
sition de l'autoradiographie de la phase 
détergente (photon° 6), on n'y retrouve 
pas les tâches majoritaires détectées 
dans la phase aqueuse (photon° 5). 

b) Discussion 

Au vu des résultats, la séparation des 
protéines membranaires et des protéines 
hydrosolubles à l'aide de la technique 
de séparation au TX 114 semble efficace. 

Toutefois, seules les protéines à point 
isoélectrique acide sont rentrées dans le 
gel puisqu'il s'agit d'une première dimen­
sion réalisée dans un gradient de pH 4-7. 
Les protéines 11 basiques" qui ne pénètrent 
pas dans le gel de première dimension pro­
voque la longue tra1née proche des étalons 
de poids moléculaire dans le sens SDS- Page. 
Vu la différence d'intensité des deux tra1-
nées dans les deux phases, on peut estimer 
que malgré le temps de développement plus 
court, nous aurons également beaucoup 
moins de protéines du côté basique dans 
la phase détergente. 
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Photo n°7 : Résultats d'IP analysés sur gel SDS-Page (12 %) 

révélés à l'autoradiographie (8 jours d'impression). 

ET: Piste des étalons de poids moléculaire. 

La signification des pistes A,B,C est donnée dans la 
fiche technique n°5. 
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1.3.2.2. Comparaison d'immunoprécipités réali­
sés sur une phase détergente et sur 
un lysat total ----------------
Etant donné la bonne séparation des 

protéines détergentes - solubles et des 
protéines hydrosolubles gr~ce à la techni­
que au TX 114, nous avons réalisé des 
immunoprécipités sur chacune des phases 
obtenues et sur un lysat total provenant 
d'une lyse de cellule au NP40 (comme contrô­
le). Ceci dans le but de voir si l' immuno­
précipi tation à partir d'une phase déter­
gente réduit le bruit de fond, et comment 
se comporte dans ces conditions la bande 
majoritaire d'un poids moléculaire d'envi­
ron 30000. 

La quantité de matériel utilisée au départ 
a été augmentée pour tenter de diminuer le 
temps d'impression à l'autoradiographie. 

Les laTages effectués sont empruntés à la 
technique de préparation des antigènes de 
classe II sur colonne d'affinité: les 
lava es en tam on TrÎéthanolamine H 8.o, 
Desoxycolate de Na lavage T~). 

L'élution a été réalisée en tampon échantillon 
SDS avec ~2 mercaptoéthanol à température 
ambiante. 

Pour plus de détails sur le protocole 
suivi, voir la fiche technique n°~ . 
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a) Résultats 

Ils sont présentés dans la photon° 7. 

Grosso modo les mêmes bandes contaminan­
tes se retrouvent dans toutes les pistes. 
Elles sont toutefois atténuées dans 
l'immunoprécipité réalisé à partir d'une 
phase détergente (Piste B). 

La bande de 30000 de poids moléculaire 
est très nette dans chacune des pistes. 
Surtout dans la piste B où le rapport 
signal/ bruit de fond est nettement 
amélioré. 

On ne peut toujours pas discerner une 
"séparation" de cette bande en deux 
sous-unités distinctes. 

On observe au sommet de la piste de 
l'immunoprécipité réalisé sur une phase 
détergente (Piste B) un précipité impor­
tant. 

b) Discussion 

Les immunoprécipités réalisés à partir 
d'une phase détergente et utilisant des 
lavages "moyens" présentent un bruit de 
fond nettement diminué (même si celui-ci 
n'est pas idéal) tout en respectant un 
signal dont le poids moléculaire avoisine 
30000 (Piste B). 



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

103. 

Il semble donc que cette bande soit pré­
cipitée spécifiquement par le B2 Val 7C7, 
d'autant plus que l'on ne la retrouve 
pas quand on utilise le Thy 111B2 sur 
le même lysat cellulaire dans les mêmes 
conditions. 

Mais n'ayant pu mettre en évidence dans 
différentes conditions 2 et non 1 seule 
bande dont les poids moléculaires sont 
proches de 30000, on ne peut pas affirmer 
que cette molécule correspond à nos 
antigènes de classe II dissociées. Peut 
être est-ce la chaine invariante associée 
qui est parfois coprécipitée avec les 
antigènes de classe II et qui chez l'homme 
est très riche en méthionine (29). Ce 
qui expliquerait la forte intensité de 
cette bande qui "masque" peut-être les 
2 chaînes de l'antigène de classe II 
d'un poids moléculaire tout proche et 
moins marquées par la méthionine s35. 
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DEUXIEME PARTIE 

2. DENSITE ANTIGENIQUE DES CELLULES UTILISEES POUR LE 
MARQUAGE ISOTOPIQUE 

Le manque de résultat positif est peut être dû à ce que peu 
de cellules du sang périphérique présentent l'antigène de 
classe II (lymphocytes B, monocytes, lymphocytes T activés). 
Pour tester cette hypothèse il a donc fallu faire un mar­
quage métabolique à partir de cellules présentant une 
densité plus importante en antigènes de classe II. 

2.1. I~~lUNOPRECIPITATION A PARTIR DE CELLULES MYELOIDES 
ETABLIES (R 328 TA lAD) 
--------------------------------------------------
Sachant que le B2 Val 7C7 est utilisé avec succès pour 
purifier par chromatographie d'affinité des antigènes 
de classe II bovin (photo n°17 ), nous avons décidé 
d'utiliser pour un protocole d'immunoprécipitation le 
support solide servant à la chromatographie d'affinité 
à savoir du sépharose 4B couplé avec du B2 Val 7c7. 

De plus, nous avons travaillé à partir de cellules 
d'une lignée myélo!de bovine établie (R 328 TA lAD) 
riche en antigènes de classe II. 
Nous testons ainsi si le manque de signal était dû à 

une pauvreté en antigènes de classe II sur les cellu­
les mononuclées du sang périphérique. 
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Photo n°8 : Résultats d'IP analysés sur gel SDS-Page (12%) 

révélés à l'autoradiographie (9 jours d'impression). 

ET: Piste des étalons de poids moléculaire. 

La s ignification des pistes C , D,E et Fest donnée dans 
la fiche technique n°6. 
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Les détails du protocole sont dans la fiche technique 
n° 6. 

En bref: Des cel~ules de la lignée myélofde ont été marquées 
à la méthionine S '• Nous comparons des immunoprécipités 
réalisés à partir d'un lysat total et ceux faits au départ 
d'une phase détergente dans le but de continuer la prospec­
tion de cette voie d'~limination des contaminants. 
Une moitié de chaque lysat est utilisée pour faire l'immu­
noprécipité à l'aide du sepharose 4B - B2 Val zcz, une autre 
moitié est utilisée dans une séquence d 1immunoprecipitation 
classique utilisant le SAC comme support solide. Pour les 
immunoprécipités réalisésà l'aide de sépharose 4B - B2 Val 
7C7, le "preclearing" a été réalisé à l'aide de sépharose 4B 
couplé à des immunoglobulines de souris. Ces mêmes immunopré­
cipités ont été élués à l'aide de tampon TDN utilisé comme 
tel pour la purification par chromatographie d'affinité •. 
Dans ce dernier cas, L'éluat n'étant pas préparé pour l'élec­
trophorèse SDS-Page, il faut précipiter les protéines à 
l'acétone avant de les remettre en suspension dans du tampon 
échantillon SDS avec p

2 
mercaptoéthanol. 

Pour mieux comparer les résultats d'immunoprécipitation 
obtenus à partir de la phase détergente à ceux obtenus à 
partir d'un lysat total, nous ne sommes pas partis d'un 
nombre de DPm déterminé mais d'un nombre identique de 
cellules lysées qui ont été marquées dans les mêmes condi­
tions. 

a) Résultats 

Les résultats sont présentés dans la photon° 8. 

Alors que le temps de révélation est déjà long 
(voir surimpression des étalons de poids moléculai­
re), on observe que les immunoprécipités réalisés 
à l'aide du sépharose 4B couplé au B2 Val 7C7 
(Piste Cet E) ne présentent encore aucun signal. 

On note par contre, que l'immunoprécipité réalisé 
selon une séquence classique utilisant le SAC comme 
immunoadsorbant, à partir d'Wl lysat total (Piste F) 
présente entre autres deux bandes ayant un poids 
moléculaire qui correspond à celui des deux sous-
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unités des antigènes de classe II. Malheureusement, 
de nombreux contaminants sont encore présents dans 
cette piste. L'immunoprécipité réalisé classiquement 
aussi mais au départ d'une phase détergente (Piste D) 
présente moins de bruit de fond, mais l'intensité des 
2 bandes qui nous intéressent diminue aussi fortement. 

b) Discussion 

La très faible efficience des immunoprécipités réali­
sés à partir du sépharose 4B - B2 Val 7C7 doit être 
due au moins en partie au mode d'élution. Comme nous 
le montrerons plus tard, l'efficacité de celui-ci 
semble faible alors qu'en chromatographie d'affinité, 
il donne d'excellents résultats. De plus, sans que 
nous puissions expliquer pourquoi, nous avons perdu 
une grande quantité de radioactivité au cours de 
l'étape de précipitation à l'acétone nécessaire à la 
préparation des échantillons pourl'électrophorèse 
SDS- Page. 

Ce résultat intéressant a été obtenu sur un immunopré­
cipité réalisé classiquement à partir d'un lysat 
total. Il montre encore de nombreux contaminants, mais 
aussi deux molécules qui présentent le profil des deux 
chaines séparées des antigènes d'histocompatibilité 
de classe II. Si l'on fait préalablement à l'immuno­
précipité une séparation des protéines détergents -
solubles de celles qui ne le sont pas, on diminue le 
nombre de contaminants mais l'intensité des deux 
bandes marquées proches de 30000 de poids moléculaire 
faiblit aussi. 
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Comme il n'y a pas de raison que l'immunoprécipité 
soit moins efficient dans la phase détergente (la 
portion détergent soluble est resuspendue en tampon 
de lyse NF40), 11 faut en conclure que cette phase 
détergente contient moins d'antigènes de classe II. 
Une telle perte sélective de molécules de classe II 
a été décrite par ailleurs (85). 
Si on parvenait à éliminer les contaminants par 
lavage, il serait donc beaucoup plus intéressant de 
partir d'un lysat total plutôt que d'une phase déter­
gente. 

La présence de nombreux contaminants dans l'immunopré­
cipité réalisé à partir d'un lysat total (Piste F) 
peut s'expliquer en partie par le comportement parti­
culier des protéines de ces cellules. En effet, il 
est généralement admis sur base d'observations empi­
riques que les protéines des lignées de cellules trans­
formées sont "collantes". 

Nous sommes donc parvenus à un résultat relativement 
positif: l'obtention de deux bandes de poids molécu­
laire proche de 30000 entourées de nombreux contami­
nants protéiques de tailles variables. 
Mais cet immunoprécipité a été réalisé à partir d'une 
suspension cellulaire présentant les antigènes de 
classe II en grande quantité et non à partir des cellu­
les mononuclées du sang périphérique. Or, dans le but 
de passer au typage de routine des bovins, c'est sur 
ces dernières cellules que la mise au point doit être 
réalisée. Nous devons reprendre sur ces cellules cette 
mise au point tout en essayant de résoudre les problèmes 
de contamination. 
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Photo n°9 : Résultats d'IP analysés sur gel SDS-Page 

révélés à l'autoradiographie (1 jour d'impression). 

ET: Piste des étalons de poids moléculaire. 

La signification des pistes A,B,C,D est donnée dans 

la fich e technique n°7. 

(12%) 
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2.2. IMMUNOPRECIPITATION A PARTIR DE CELLULES MONONUCLEES 
DU SANG PERIPHERIQUE STIMULEES A LA PHA 
----------------------------------------------------
Puisque nous avons obtenu un immunoprécipité intéres­
sant sur des cellules d'une lignée riche en antigènes 
de classe II, nous avons provoqué l'augmentation de 
l'expression de ces molécules de classe II sur des 
cellules mononuclées du sang périphérique en les sti­
mulant à la PRA. 

Les détails de protocole sont présentés dans la fiche 
technique n° '1 • 

L'incorporation de la méthonine s35 dans les cellules sti­
mulées s'est faite pendant un temps d'incubation de 14-16 
heures en présence de PHA. Une augmentation du temps d'in­
cubation en présence de l'isotope radioactif peut se justi­
fier dans le cas d'un éventuel turn-over lent des molécules 
de classe II qui, de ce fait, ne seraient pas marquées en 
suffisance lors d'une incubation courte. Cette modification 
du temps d'incubation constitue plus une sécurité qu'une 
nécessité, en effet, de nombreux IP d'antigènes de classe II 
humains, murins, ovins et mgme bovins ont été réalisés à 
partir d'une incorporation de l'acide aminé radioactif pen­
dant 4 heures. Néanmoins, nous avons suivi ici la technique 
décrite par C. Cotinot (83). 
Après marquage, les cellules ont été lysées pour une partie 
en tampon de lyse NP40, par une autre en tampon de lyse 
TX114 suivi de l'étape de séparation des phases détergentes 
et aqueuses. 

Vu la quantité importante de matériel mis dans l'immunopré­
cipité, un plus grand volume d'ascite sera utilisé. 

On compare l'efficacité de deux lavages: les lavages en 
tampon Net (lavages doux) et les lavages en tampon TD 
(lavages moyens). 

L'élution a été réalisée à température ambiante à l'aide de 
tampon échantillon SDS et de tampon 11 5 x ·concentré" avec 
p2 mercaptoéthanolo 
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a) Résultat§ 

Les résultats sont présentés dans la photon° 9. 

Le nombre de DPm mis sur le gel est certainement 
exagéré, les contaminants sont en général déjà biEll 
visibles alors que les étalons de poids moléculaire 
sont à peine décelables. De plus, alors que les 
pistes A et B sont bien nettes, les pistes Cet D 
ne présentent pas encore de signal significatif. 

La première chose qui frappe, à l'observation de 
cette image, c'est la contamination importante dans 
les pistes A et B. Les pistes Cet D présentent un 
plus faible bruit de fond. 

On observe dans les pistes A et Bun double signal 
autour de 30000 de poids moléculaire qui correspon­
drait à des molécules de classe II. La séparation 
entre les deux bandes est ici moins nette (voir 
flèche). Pour un temps d'impression du fil d'auto­
radiographie plus long, on observe les mêmes bandes 
dans les pistes Cet D (résultats non présentés). 

On note également que le lavage en tampon TD limite 
le bruit de fond lorsque l'on compare les pistes A 
et B. Une perte accidentelle de matériel au cours 
de l'élution de l'échantillon nous empêche de faire 
la même comparaison entre les pistes Cet D. 

Le rapport signal/bruit de fond est très faible 
dans les pistes A et B, il l'est moins dans les 
pistes Cet D mais cette amélioration n'est pas 
très importante puisqu'il semble qu'on pert beau­
coup du signal à 30000 de poids moléculaire dans 
les IP réalisés à partir d'une phase détergente. 



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

110. 

b) Discussion 

La stimulation à la PHA renforce le double signal 
autour de 30000 de poids moléculaire, mais le 
bruit de fond est augmenté d'autant. Ceci peut 
s'expliquer de la manière .suivante : la PHA est 
un stimulateur blastogénique non spécifique sti­
mulant directement les cellules Tet de manière 
indirecte, les cellules B. Si on augmente, par 
cette méthode, la quantité de molécules de classe 
II marquées, beaucoup d'autres protéines seront 
aussi stimulées dans leur synthèse (66). Ces der­
nières protéines sont susceptibles de devenir 
autant de contaminants. Une preuve de ce que la 
PHA augmente la synthèse de nombreuses protéines 
est que l'incorporation de l'acide aminé radiomar­
qué est nettement augmenté: 5.106 cellules non 
stimulées à la PHA donne un lysat contenant entre 
4 et 8.106 DPm, alors qu'un lysat provenant de 
5.106 cellules stimulées à la PRA dans nos condi­
tions contient environ 100.106 DPm. 

Cette grande quantité de contaminants ne nous per­
met pas d'affirmer avec certitude que les molécules 
se trouvant aux alentours de 30000 de poids molécu­
laire soient les sous-unités constitutives des 
molécules de classe II. 

Puisque ni des lavages plus drastiques, ni la sépa­
ration de phase précèdent l'immunoprécipitation ne 
résoud pas de manière satisfaisante le problème de 
bruit de fond, nous devons abandonner ces voies et 
en prospecter de nouvelles. 
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TROISIEME PARTIE 

3. ELIMINATION DES CONTAMINANTS 
----------------------------
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Jusqu'ici, nous avons été confrontés à d'importants 
problèmes de contaminations, auxquels nous n'avons 
pu trouver de solutions satisfaisantes. Il nous faut 
donc explorer de nouveaux moyens : la quantité de 
matériel radioactif utilisé par IP peut être réduite, 
l'immunoadsorbant peut être traité de manière parti­
culière ou on peut en changer, enfin la nature de la 
suspension d'anticorps peut être modifiée. 

A propos de l'immunoadsorbant, le SAC est constitué 
de bactéries totales qui comportent à leur surface 
de nombreuses structures susceptibles d'adsorber les 
protéines marquées du lysat cellulaire. On peut li- · 
miter ces adsorptions non spécifiques, principale­
ment de type électrostatique (87) en lavant ces bacté­
ries de manière drastique. On peut aussi éviter l'uti­
lisation du SAC et prendre alors comme immunoadsorbant 
du sépharose 4B couplé à de la protéine A. 

En ce qui concerne la nature de la solution d'anticorps 
utilisée, les ascites contenant des contaminants 



Peripheral lymphocytes 

Glycoproteins Thymocytes Helper T Cytotoxic T B 

lg 7 X 10" 
Class I - t 2 X !OS 2 X IOS 2 X IOS 
Class II 2.4 x !Os 
Thy-1 106• 

L-CA 7 X 104 10s 10s ,os 
LSGP 10s 1.5 X IOS l.5 x 10s 
Pan T (Ly-1) 2 X 104 5 X 104 5 X 104 

. Thclpcr gp 1.5 X 1040 3 X 104 

T cyto/suppr gp 4x 104 ,os 
MRC OX-2 2 X 10" 5 X 103 

Tableau 3 : estimation de la densité 
de différentes glycoprotéines à la 
surface des lymphocytes. 
D'après Williams et al. (86) 
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protéiques de diverses natures, des agrégations de 
protéines suivies d'adsorptions non spécifiques 
peuvent se produire. On peut pallier cet inconvénient 
en utilisant des anticorps purifiés. 

Jusqu'à présent, au départ d'un IP, nous utilisions 
souvent une quantité de lysat correspondant à 5.106 

cellules marquées. On peut penser raisonnablement 
diminuer la quantité de matériel radioactif à partir 
duquel l'IP est réalisé, ce qui permettrait de réduire 
le bruit de fond tout en ayant suffisamment de molécu­
les de classe II. En effet, un bon IP d'antigènes de 
classe I à l'aide du Thy 1 11B2 est réalisé à partir 
d'un lysat cellulaire contenant 1.106 DPm. Or, si 
près de 100 % des cellules mononuclées du sang péri­
phérique portent des antigènes de classe I, entre 40 
et 50 % de ces cellules présentent des antigènes de 
classe II reconnus par le B2 Val 7c7 (Résultats non 
présentés). De plus, en général, les cellules du sang 
périphérique (chez l'homme) portent autant de molécu­
les de classe II que des molécules de classe I (tableau 
n° 3) (86). 
On peut donc penser qu'en utilisant un lysat cellu­
laire contenant entre 3 et 5.106 DPm, on aura assez 
de molécules de classe II pour réaliser un immunopré­
cipité avec le B2 Val 7c7. 

Pour vérifier ces différentes hypothèses, nous avons fait 
des IP à partir g'un lysat total de cellules marquées à 
la méthionine s3 • L'incubation a été réalisée 14-16 heures 
en 'presence du précurseur radioactif. Le SAC utilise comme 
immunoadsorbant a été lavé selon la procédure décrite par 
~: laver une fois darÏsdu tampon PB5, 3 %. SDS, 10 %: t32 mercaptoéthanol chauffé à 95•c pendant 30 minutes (Dr 
Mainferme, communication personnelle). Ensuite, la série 
de lavage classique en tampon SAC est utilisée. On 



FICHE TECHNIQUE N° 8 

1 
1 

Type de cel Iules uti I isées : cellules mononuclées du sang périphérique l 
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Photo n°10 : Résultats d'IP analysés sur gel SDS-Page 

(10%) révélés à l'autoradiographie (4 jours d'impression) 

La signification des pistes A,B,C et D est reprise 

dans la fiche technique n°8. 

ET : Piste des étalons de poids moléculaire. 
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utilisera des quantités décroissantes de matériels radio­
actifs en conjonction avec le SAC lavé. On essayera aussi 
le sepharose 4B - protéine A. 

Pour tous ces essais, 25 ul de ~ 2 Val 7C7 purifié (0,87 mg 
de protéines/ ml de solution) seront employés. Les~­
~ se font en tampon TD et l'élution est effectuée en 
tampon échantillon SDS avec , 2 mercaptoéthanol à tempéra­
ture ambiante. 

Plus de détails à propos du protocole suivi seront 
trouvés dans la fiche technique n°8. 

a) Résultats 

Les résultats sont présentés dans la photon° 10. 

En admettant que la bande située aux alentours de 
30000 de poids moléculaire représente des molécu­
les de classe II, le rapport signal/ bruit de 
fond est nettement amélioré lorsque le support de 
la protéine A est du sépharose 4B (Piste D) 
çomparez ce résultat à ceux obtenus en utilisant 
le SAC comme immunoadsorbant (Pistes A, B et C)). 
De plus, les diminutions de la quantité de maté­
riel radioactif de départ des IP réduit le bruit 
de fond tout en maintenant un signal suffisant. 
Ce signal d'un poids moléculaire légèrement supé­
rieur à 30000 est unique. 
La deuxième bande attendue sous la première n'est 
pas visible dans la zone de séparation des pro­
téines de notre gel. On note aussi que le front 
de migration est très marqué. 

b) Discussion 

La présence d'un signal unique et non double aux 
environs de 30000 de poids moléculaire peut 
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s'expliquer de plusieurs manières: 
- soit il s'agit d'Wl contaminant n'ayant rien 

de commun avec l'antigène de classe II. C'est 
peu probable parce qu'alors, où serait passée 
cette molécule de classe II déjà précipitée 
spécifiquement préalablement. 

- soit il s'agit des deux sous-unités des anti­
gènes de classe II qui pour Wle raison incon­
nue n'auraient pu être séparées en fonction 
de leurs tailles sur notre gel SDS - Page et 
ainsi être discriminées. 

- soit il s'agit des chaines lourdes ( « ) des 
molécules de classe II qui seules sont distin­
guées dans ce gel 10 % • La chaine légère ( f-,) 
se trouvant alors dans le front de migration. 

Au vu des résultats, on peut conclure que pour 
éliminer une majorité de contaminants, on a intérêt 
à utiliser comme immunoadsorbant du sépharose 4B -
protéine A et à faire l'IP à partir d'Wle quantité 
de lysat correspondant à un nombre de DPm plus 
' 
limité. Dorénavant, nous emploierons aussi du B2 
Val 7C7 purifié toujours dans le but de diminuer 
les phénomènes d'adsorptions non spécifiques sources 
de contaminations. 
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Photo n°ll : Résultats d'IP analysés sur gel SDS-Page 

(12%) révélés à l'autoradiographie (10 jours d'impression ) 

La signification des pistes A,C et D est donnée dans 

la fiche technique n°9. 

ET: Piste des étalons de poids moléculaire. 
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3.2. APPLICATION DU PROTOCOLE CHOISI A DEUX TYPES DE 
LYSATS ET DEUX TYPES D'ELUTIONS 

Le détail du protocole des IP est présenté dans la 
fiche technique n° 9. 

Tirant les enseignements de l'expérience précédente, 
nous avons réalisé, à part~§ du même type de cellules 
marquées à la méthionine S , des IP sur des lysats 
totaux et à titre indicatif sur une phase détergente. 

La phase solide utilisée pour le preclearing et la préci­
pitation est du sépharose 4B - protéine A. 

Vu le peu de DPm utilisé au départ de chaque IP, nous avons 
utilisé une élution en tampon échantillon SDS sans p 
mercaptoéthanol, chauffé à l00°C pendant 5 minutes. ~ous 
avons également testé en parallèle un autre type d'élution 
le clivage à l'acide afin de vérifier son efficacité sur 
la dissociation du complexe précipitant et sur la sépara­
tion en électrophorèse des deux chaines de la molécule de 
classe II. 

a) Résultats 

Les résultats sont présentés sur la photon° 11. 

On note un faible précipité de matériel radioactif 
au sommet de chacune des pistes, et 11 est plus 
intense à chaque fois que le nombre de DPm dans les 
éluats déposés sur le gel augmente. 

Chaque piste présente aussi un contaminant majeur 
unique proche de 45000 de poids moléculaire. Celui­
ci est plus intense si l'immunoprécipité est réa­
lisé à partir d'un lysat total (Pistes Cet D). 

Deux bandes autour de 30000 de poids moléculaire 
assez diffuses apparaissent dans les pistes Cet D. 



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

116. 

Ce signal est faible dans les pistes Cet D mais 
est pratiquement inexistant dans la piste A. 

b) Discussion 

Le précipité au sommet de chaque piste est dQ à 
l'utilisation de conditions non réductrices dans 
la préparation de l'échantillon au gel SDS - Page. 

Le contaminant d'un poids moléculaire proche de 
45000 déjà rencontré ailleurs (photos n° 2,7,8,9) 
pourrait être l'actine souvent décrite dans des 
IP réalisés dans des conditions semblables 

(26,62). 

L'IF réalisé à partir d'une phase détergente 
(Piste A) nous amène aux m@mes conclusions que 
précédemment: si l'étape de séparation de phase 
permet d'éliminer fortement les contaminants, on 
perd aussi énormément du signal autour de 30000 
de poids moléculaire. 

Les immunoprécipités réalisés à partir d'un lysat 
total par contre donne un signal qui ressemble à 
celui attendu pour les deux chaines des antigènes 
de classe II (Pistes Cet D). Ce signal est faible 
en comparaison à celui présenté par les contami­
nants de 45000 PM. 

L'emploi d'une technique "à l'acide'' n'apporte 
aucune amélioration ni en ce qui concerne l'élution, 
ni en ce qui concerne la séparation des sous-unités 
ô( et~ lors de l'électrophorèse. 
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3.3. CONCLUSION PARTIELLE 

Le problème des adsorptions non spécifiques a été en 
grande partie résolu puisque malgré le temps très long 
d'impression du film (voir intensité des étalons), il 
ne reste qu'un contaminant majeur (45000 PM). Ce résul­
tat permettrait d'envisager l'étude du polymorphisme 
des produits de classe II en gel d'électrophorèse en 
deux dimensions: Ief / SDS- Page, à condition d'ampli­
fier le signal spécifique des produits de classe II. 

Le principal problème auquel nous devons maintenant 
nous atteler, est de découvrir pourquoi si peu de molé­
cules de classe II marquées sont obtenues en fin d'IP. 
Le signal qu'elles émettent est si faible, qu'il n'est 
pas exploitable en Ief. 

A quoi pourrait-on attribuer le manque de signal? 

- A une mauvaise efficience du marquage? 

- A une perte au cours du preclearing? 

- A un mauvais captage de l'antigène par notre 
anticorps? 

- A une mauvaise fixation du monoclonal sur la 
protéine A insoluble? •••• 

---------
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QUATRIEME PARTIE 

4. DETERMINATION DE LA CAUSE DE LA FAIBLESSE DU SIGNAL 
PRESENTEE PAR DES ANTIGENES DE CLASSE II BOVINS 

"De la considération des obstacles 
vient l'échec, 

de la considération des moyens 
vient la réussite." 

Pantcha - Tantra. 

Nous tenterons au cours de cette partie de répoIXire aux 
interrogations posées en fin du chapitre précédent. 

4.1. FIXATION DU B2 Val 7C7 SUR LA PROTEINE A : EMPLOI 
D'UNE PROCEDURE INDIRECTE 
-------------------------------------------------
En tout état de cause, le monoclonal fixe normalement 
de manière efficiente la protéine A. En effet, cette 
dernière a été utilisée après couplage à de l'or 
colloïdal comme traceur des molécules de classe II 
détectée par le B2 Val 7C7 en microscope électronique 

( 39). 

Cependant, une technique n'étant pas l'autre, 11 se 
peut que l'emploi d'un second anticorps (RAM) améliore 
l'efficacité de l'IP par la protéine A. 
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Photo n°12 : Résultats d'IP analysés sur gel SDS-Page (12 ~ 

révélés à l'autoradiographie (10 jours d'impression). 

La signification des pistes A,C est donnée dans la fiche 

technique n°10. 

ET: Piste des étalons de poids moléculaire. 
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.A partir d'un lysat cellulaire marqué, nous avons entrepris 
des IP sur lysat total et sur phase détergente à l'aide du 
B Val 7c7. Après adjonction de l'anticorps monoclonal, on 
a3oute le RAM en léger excès par rapport au B2 Val 7C7 
(~5/l). 
Le support précipitant est du sépharose 4B - protéine A. 
L'élution est réalisée en tampon échantillon SDS sans p2 
mercaptoethanol chauffé à 1oo•c pendant 5 minutes. 

Les détails du protocole sont présentés dans la fiche 
technique n°4o. 

a) Résultats 

Ils sont présentés dans la photon° 12. 

On observe un précipité au sommet de chaque piste. 
L'immunoprécipité réalisé à partir d'un lysat total 
(Piste C) présente outre quelques contaminants, 2 
bandes bien visibles aux alentours de 30000 de poids 
moléculaire. Les deux mêmes bandes sont présentes 
dans l'immunoprécipité réalisé à partir d'une phase 
détergente (Piste A) mais d'intensité plus faible. 
Le rapport signal/ bruit de fond n'est pas amélioré 
si on fait une séparation de phase (Piste A) ou pas 
(Piste C). 

b) Discussion 

Le précipité présent au sommet du gel est d~ à 
l'utilisation de conditions non réductrices dans la 
préparation des échantillons au gel SDS- Page. En 

fait, vu le peu de matériel mis au début de l'immu­
noprécipité, nous pensions indispensable de porter 
le culot de l'immunoprécipité à ébullition pour 
éluer un maximum de matériel, nous ne pouvions alors 
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utiliser des conditions réductrices pour des 
raisons évoquées par ailleurs (Matériel et métho­
des). Pour les mêmes raisons, nous ne savions pas 
non plus, si nous pouvions mettre le culot d'immu­
noprécipité en condition réductrice après le 
chauffage. Cet essai sera fait plus tard. 

Toutefois, on observe qu'avec le RAM ajouté ici, 
les 2 bandes représentant les deux sous-unités des 
molécules de classe II(+ 30000 PM) sont bien 
nettes surtout si l'IP est réalisé à partir d'un 
lysat total (Piste C). Ce deuxième anticorps peut 
~tre comparé à une sécurité qui relie le B2 Val 7c7 
au sépharose 4B - protéine A. A partir d'ici, nous 
conserverons cette étape supplémentaire. Par contre, 
la séparation de la phase détergente, précédent 
l'immunoprécipitation n'améliorant pas le rapport 
signal/ bruit de fond dans les conditions reprises 
ici, nous abandonnerons définitivement cette voie 
d'approche. 
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4.2. EVALUATION DE LA PERTINENCE DU PRECLEARING ET DE 
L'EFFICACITE DU TAMPON D'ELUTION TDN pH 11 

4.2.1. Première approche 

Une deuxième question à laquelle il fallait ré­
pondre était de savoir si l'étape du "preclea­
ring" était utile et si elle ne limitait pas la 
quantité d'antigènes de classe II présente dans 
le lysat? 

Pour répondre à ces interrogations, nous disposions
35 d'un lysat de splénocytes marqués à la méthionine S 

L'incubation a été effectuée durant 4 heures. L'aTan­
tage de l'utilisation de ces splénocytes consiste en 
ce que toutes ces cellules portent des antigènes de 
classe II. 

Tous les IP ont été réalisés à partir d'un lysat 
total. Seule une moitié d'entre eux ont subi l'étape 
du "preclearing", l'autre moitié sert de contrôle. 
Nous avons diminué la quantité de B2 Val 7C7 purifié 
utilisé estimant que nous étions en trop large excès. 
Nous risquions alors de saturer la protéine A inso­
luble par des monoclonaux non liés à l'antigène. Ce 
risque est cependant limité puisque ce sont les com­
plexes anticorps - antigènes qui se lient préféren­
tiellement à la protéine A. 

Les lavages ont été effectués en tampon Tris- Cl 
25mM pli 8.o; 0,1 SDS; o,1za NP40 (19). 
Une première élution a éte réalisée à l'aide du 
tampon TDN. Cette élution nous permettait après pré­
cipitation à l'acétone de resuspendre le culot de 
protéines dans un tampon échantillon SDS avec B2 
mercaptoéthanol et d'éviter ainsi une précipitation 
de protéines au sommet du gel de séparation (photo 
n• 13). Cependant, pour vérifier l'efficacité de 
cette élution, nous avons récupéré le culot de l'IP 
pour· .le soumettre à une · deuxième élution, classique 
celle-ci, à l'aide de tampon échantillon SDS sans B2 
mercaptoéthanol chauffê à la température de loo•c. 
Cet éluat a été ensuite analysé sur gel SDS-Page 
(photon• 14). De plus, face au dilemme de l'emploi 
ou non du Bz mercaptoéthanol (l'omission entrainant 
un précipite au sommet du gel, et l'adjonction lors 
de l'élution provoquant une moins bonne séparation 
des chaînes lourdes et légères), nous aTons tenté 
l'effet de ce réducteur si on l'ajoute après l'élu­
ti on de· l' ê chan till on. 
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Photo n°13 : Résultats d'IP analysés sur gel SDS-Page (12 % 

révélés par autoradiographie (8 jours d'impression). 

La signification des pistes A et D est donnée dans 

la fiche technique n°ll. 

Le matériel mis ici sur le gel a été obtenu après la 

première élution du culot d'IP (tampon TDN). 

Les pistes B et C ne sont pas reprises dans la discussion 

des résultats. 

ET: Piste des étalons de poids moléculaire. 
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Photo n°14 : Résultats d'IP analysés sur gel SDS-Page (12 % 

révélés à l'autoradiographie (8 jours d'impression). 

La signification des pistes A et D est donnée dans 

la fiche technique n°ll. 

Le matériel mis ici sur gel a été obtenu après la 

deuxième élution du culot d'IP (tampon échantillon SDS, 

100°). 

Les pistes B et C ne sont pas reprises dans la discussion 

des résultats (ce sont pratiquement des duplicata de 

la piste A excepté que les lers et 2èmes anticorps 

n'ont pas été mis suivant la même séquence). 

La piste C' correspond à un aliquot du matériel mis 

sur la piste C auquel on a ajouté du B2 mercaptoéthanol 

à froid. 

ET: Piste des étalons de poids molécualire. 
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Le détail du protocole est mis dans la fiche technique 
n ° "11. 

a) Résultats 

Les résultats sont présentés sur les photos n° 13 
et n° 14. 

La première chose à noter, est que le nombre de DPm 
récupéré après l'élution à l'aide du tampon TDN est 
très faible comparé à celui obtenu après une se­
conde élution du même culot d'immunoprécipitation. 
La première élution semble donc rort inerficace, et 
cela se confirme à la comparaison des photos n° 13 
et n° 14. 

§.Photon° 13 . . . . . . . . . . . 
Puisque le tampon TDN n'élue pas toute (loin s'en 
faut) la radioactivité associée au sépharose 4B, 
cette photo peut être considérée comme étant le 
résultat d'un lavage drastique qui élimine par­
tiellement quelques contaminants. Ceux-ci sont 
de même nature mais d'intensité variable avec 
( Piste D) et sans "preclearing" ( Piste A). 
Un faible signal proche de 30000 de poids molécu­
laire indique qu'une partie des produits de 
classe II est enlevée à cette étape (Pistes A, D). 

§. Photon° 14 . . . . . . . . . . . 
Lorsque l'on compare la deuxième élution de l'IP 
avec (Piste D) et sans (Piste C) étape de "pre­
clearing" deux points sont à remarquer: 
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1. Le "preclearing" réduit considérablement les 
contaminants particulièrement la zone diffuse 
au sommet du gel (Cet effet est ~galement con­
crétisé si l'on considère le nombre de DPni 
récupéré après "preclearing" qui est 10 fois 
moindre qu'en l'absence de cette étape). 

2. L'étape de preclearing entraine également une 
réduction très nette des deux bandes situées 
aux alentours de 30000 PM. 

En ce qui concerne l'effet de l'ajout du p2 
mercaptoéthanol après élution, les résultats 
sont repris sur la piste C'. Cette piste contient 
un aliquot de l'échantillon analysé en C auquel 
du ~2 mercaptoéthanol a été ajouté. Cette piste 
ne présente pas un précipité au sommet du gel 
comme observé en Cet D. 
En outre, on observe sur cette piste C' que ces 
conditions réductrices imposées après passage 
des protéines à haute température en présence 
de SDS n'affecte en rien la séparation des 2 
cha1nes dissociées des antigènes de classe II. 
Par contre, ce traitement semble affecter la mi­
gration du contaminant ayant un poids moléculaire 
inférieur à 25000 en c, qui dispara1t sur la 
piste C'. De même, le contaminant qui en C se 
situait autour de 46000 PM se retrouve entre 
46000 et 69000 PM. On observe aussi dans la 
piste C' un contaminant situé entre 69000 et 
93000 PM. 
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b) Discussion 

De nombreux enseignements peuvent être tirés de 
cette expérience: 

- Tout d'abord, penchons nous sur l'utilité du 
"preclearing". 
Celui-ci diminue forterœnt l'intensité des conta­
minants, mais aussi celle des 2 bandes d'un 
poids moléculaire proche de 30000; profil qui 
correspond à celui que nous attendons pour les 
deux sous-unités séparées des antigènes de classe 
II. 
Perdrait-on sélectivement une grande quaitité des 
molécules de classe II à cette étape? Nous le 
vérifierons dans l'étape suivante. 

- Deuxième enseignement; l'élution en tampon TDN 
est inefficace. Cette étape peut alors être 
comparée à un lavage drastique qui permet une 
élimination partielle des contaminants, sans 
pour autant éluer trop de matériel spécifique. 
Rappelons cependant que c'est ce même tampon qui 
est utilisé (avec succès) pour purifier les molé­
cules de classe II par chromatographie d'affinité. 

- On constate également que le fait de rajouter du 
~ 2 mercaptoéthanol après élution en tampon échan­
tillon SDS chauffé à l00°C supprime le précipité 
du sommet du gel et n'affecte pas la séparation 
en gel SDS- Page des cha1nes o< et (3 dissociées. 
Par contre, 11 modifie de manière inexpliquée le 
le comportement électrophorétique de différents 
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Photo n°15 : Résultats d'IP analysés sur gel SDS-Page (12 1< 

révélés par autoradiographie (10 jours d'impression). 

La signification des pistes A,B,E et Fest donnée dans 

la fiche technique n°12. 

ET: Piste des étalons de poids moléculaire. 

Les pistes Cet D ne sont pas reprises dans la discussion 

des résultats. 
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contaminants. Dorénavant nous préparerons 
tous nos échantillons de cette manière. 

4.2.2. Effet d'un changement de température et 
vérification du problème inhérent au 
'l)reclearing" 

L'expérience qui suit a été construite dans le 
but de vérifier si le "preclearing" provoque oui 
ou non des pertes sélectives des antigènes de 
cJa.$e II et si, le fait de travailler à 20 ou 
4°C modifie d'une quelconque manière les 
résultats d'immunoprécipitations. 

Après marqua55 métabolique des cellules à la 
méthionine S , nous les avons lysées en tampon 
de lyse NP4o. 
Différents IP utilisant le B

2 
Val 7C7 comme premier 

anticorps, le~ comme deuxième anticorps et le 
sépharose 4B - protéine A comme immunoadsorbant, 
ont été réalisés, les uns à 2o•c, les autres à 4•c 
à chaque fois en comparant avëc et sans "preclea"." 
ring". 

L'élution est réalisée en tampon échantillon SDS 
sans~~ mercaptoéthanol chauffé à loo•c. A froid, 
on ajoilte du ~2 mercaptoéthanol pour 5 % en con­
centration finale. 

Les détails du protocole sont dans la fiche 
technique n° 11. 

a) Résultats 

Les résultats sont observés dans la photo 
n° 15. 
Tout d'abord, on constate que l'IP soit fait 
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à 4°C (Pistes A et E) ou à 20°c (Pistes 
B et F), cela ne change rien au résultat. 

Par contre, si l'IP est fait sans "preclea­
ring" (Pistes E et F), les bandes d'un 
poids moléculaire proche de 30000 sont plus 
intenses que dans les IP ayant subi un 
"preclearing" ( Pistes A, B). De plus, dans 
les pistes E et F, on retrouve les contami­
nants observés sur la piste C' de la photo 
n° 14 (A savoir une bande majeure entre 45 
et 66000 PM et une bande plus faible entre 
66 et 93000 PM). 

b) Discussion 

La température n'ayant aucun effet sur le 
résultat des immunoprécipités (tout au moins 
pour les deux conditions tentées ici), nous 
continuerons à travailler à 4°C puisque 
cette température contribue à limiter 
l'action des protéases. 

Au vu de la diminution d'intensité des bandes 
proches de 30000 de poids moléculaire enre­
gistrée suite à l'introduction d'une étape 
de "preclearing", il semble bien que de 
grandes quantités d'antigènes de classe II 
sont perdues à cette étape. 
De plus, ce "preclearing" semble aussi éli­
miner une bande autour de 60000 de poids 

1 

moléculaire. Il se pourrait que cette protéine 
soit de l'antigène de classe II non dissocié 
en ses sous-unités constituantes (poids molé­
culaire estimé: 58000). 
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Si cela s'avère exact, alors l'utilisation 
d'une étape de "preclearing" aboutirait à 
une déplétion intense en antigène de 
classe II; molécules qui ne seraient donc 
plus disponibles lors de l'IP proprement 
dite. 

4 •. 2.3. Lavage d'un culot de "preclearing" 

Dans l'expérience précédente, nous avons consta­
té une déplétion nette lors du "preclearing" à 

la fois des bandes de+ 30000 PM et d'une bande 
contaminante à 60000 PM. 

Nous allons vérifier en lavant un culot de 
"preclearing" si ces molécules sont bien absor­
bées sur la protéine A insoluble. 

3.106 DPm d'un lysat c 351ulaire total marqué à 
l'aide de méthionine S a été mis en contact 
avec 50 ul de sépharose 4B - protéine A durant 
30 minutes. 
Ensuite, le culot a été lavé 5 fois en tampon 
Tris-Cl 25 mM pH 8.0; 0,1% SDS; 0,1 % NP4o. Le 
résultat de cette expérience est élué en tampon 
échantillon SDS chauffé à l00°C auquel du , 2 
mercaptoéthanol a été ajouté à froid. 

A titre comparatif, un même "preclearing" a été 
réalisé et mis sur gel après élution directe, 
sans étape de lavage. 
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Photo n°16 : Culots de preclearing analysés sur gel 

SDS-Page _(12%) et révélés par autoradiographie (10 jours 

d'impression). 

ET : Piste des étalons de poids moléculaire. 

A : Cul ot de"preclearing"réalisé à partir d'un lysat 

de cellules marquées à la méthionine s35 • Avant d'être 

élué puis mis sur un gel, il a été lavé à l'aide du 

tampon TNS (15000DPM sont déposés sur le gel). 

B : Culot de "preclearing"réalisé à partir d'un lysat 

d 11 1 ' ' 1 ' h ' . s35 1 't' e ce u es marquees a a met 1on1ne • I a e e 

directement élué puis mis sur gel (3.10 5DPM ont été 

récupérés, 50%DPM a été mis sur le gel). 
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a) Résultats 

Ils sont présentés dans la photon° 16. 

Le culot de "preclearing" non lavé et élué 
(Piste B) présente en grande quantité 
(cfr. le nombre de DPm récupérés après 
élution) des contaminants de tous les poids 
moléculaires. 

Par contre, le culot de "preelearing" une 
fois lavé puis élué (Piste A) ne présente 
plus que quelques bandes contaminantes majo­
ritaires. Les principales se situent autour 
de 30000 de poids moléculaire, autour de 
46000 PM, de 60000 PM et de 90000 PM. 

b) Discussion 

Il est logique que nous trouvions de très 
nombreux contaminants de tous poids molécu­
laires à partir d'un "preclearing" non lavé, 
élué, puisque entre les molécules qui 
s'adsorbent non spécifiquement sur le sépha­
rose 4B - protéine A, on trouve toutes les 
protéines qui occupent passivement l'espace 
mort du gel de sépharose. Dans cet espace, 
on perd donc naturellement des protéines du 
lysat cellulaire. Le tout est de savoir si 
la perte des antigènes de classe II que nous 
observons est due à ce phénomène passif ou 
à une adsorption importante des produits de 
classe II sur notre support solide? C'est 
pour répondre à cette interrogative que nous 
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avons lavé un preclearing avant de l'éluer 
et de le mettre sur gel (Piste A). L'obser­
vation de cette piste nous révèle que quel­
ques protéines s'adsorbent solidement sur 
le support solide. Parmi les principales, 
nous retiendrons : une protéine inconnue 
entre 66000 PM et 93000 PM, une antre entre 
46000 PM et 66000 PM, deux autour de 46000 PM 
et enfin deux autour de 30000 PM. Pour 
autant que les molécules présentant un poids 
moléculaire proche de 30000 soient des anti­
gènes de classe II, cette expérience prouve­
rait que ces molécules s'accrochent au 
sépharose 4B - protéine A. Une perte impor­
tante en produits de classe II se produit 
donc à cette étape, une sorte d'épuisement 
précoce du lysat en ces antigènes. Une autre 
molécule qui semble adhérer fortement à la 
protéine A insoluble a un poids moléculaire 
proche de 60000. Elle attire notre attention 
car on a déjà observé cette protéine sur des 
IP réalisés à partir d'un lysat cellulaire 
non "preclearé" (photon° 14). Elle était 
décrite alors comme contaminant majeur. 
Comme nous en avons déjà discuté par ailleurs, 
il se pourrait que cette bande représente 
des antigènes de classe II non dissociés en 
leurs cha1nes constitutives o<. et (3 (PM 
estimé: 58000). Dans ce cas, une très impor­
tante quantité de ces molécules seraient 
perdues au cours de l'étape du "preclearing". 
Il serait toutefois très étonnant que dans 
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les conditions d'élution et de préparation 
au gel SDS- Page utilisées ici, nous ne 
séparions les cha1nes o< et /3 des molécu­
les de classe II. 

Une autre protéine observée sur la piste A 

et déjà rencontrée dans des résultats d'IP 
réalisés à partir de lysat cellulaire non 
"preclearé" a un poids moléculaire proche 
de 90000. 

Il est logique que les bandes qui appa­
raissent où sont plus intenses lorsque 
l'étape du "preclearing" est omise se re­
trouvent dans l'éluat d'un culot de "pre­
clearing" lavé. Le but du preclearing appa­
ra1t ici nettement: éliminer des protéines 
qui s'adsorbent fortement sur la phase 
solide. Dans le cas des molécules de classe 
II bovins cependant, il semble que cette 
étape soit à supprimer puisque ces protéines 
semblent adhérer au sépharose 4B - protéine A. 
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4.3. TENTATIVE D'UTILISATION D'ANTIGENES DE CLASSE II 
PURIFIES, MARQUES DANS LA MISE AU POINT DE LEUR 
I~MONOPRECIPITATION 

A ce stade du travail, nous avons décidé de purifier 
des antigènes de classe II bovins sur une colonne de 
sépharose couplée à du B2 Val 7C7 et de marquer ces 
molécules. 
Tout ceci, afin de pouvoir mettre au point l'IP à 
partir d'un matériel présentant moins de variabilités 
que des lysats cellulaires marqués provenant d'animaux 
différents. Nous tenterons donc de définir des condi­
tions optimales d'immunoprécipitations à partir des 
molécules de classe II purifiées. 

4.3.1. Purification des molécules de classe II par 
chromatographie d'affinité 

Nous avons purifié des antigènes de classe II 
bovins à partir de ganglions mésentériques 
récoltés à l'abattoir. 

La technique de purification utilisée est la 
chromatographie d'affinité. Pour ce faire, du 
] 2 Val 7C7 a été couplé à du sépharose. Pour 
verifier le taux de purification des produits 
de classe II, un aliquot de l'éluat obtenu est 
analysé en condition réductrice sur un gel SDS­
P~ge et révélé au bleu de coomasie. La même 
sequence de manipulation a ete utilisée pour 
purifier de l'antigène de classe I du même ani­
mal à l'aide du monoclonal Thy 1 llB. Ceci 
afin de comparer le taux de purifica€ion de 
chacune des protéines par la même méthode. 
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Photo n°17: Résultats de la purification d'antigè nes 

d'histocompatibilité bovin par chromatographie d'affinit 

analysés sur gel SDS-Page (12 %) en condition réductrice. 

La révélation a été faite par coloration au bleu de 

coomasie. 

ET Piste des étalons de poids moléculaire. 

A Piste des antigènes de classe I purifiés à l'aide 

du monoclonal Thy 1 11B2 . 

B : Piste des antigènes de classe II purifiés à l'aide 

du monoclonal B2 Val 7C7. 

1 
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a) Résultats 

Ceux-ci sont présentés dans la photon° 17. 

La purification des antigènes de classe I 
(Piste A), outre quelques faibles contami­
nants de haut poids moléculaire, présente 
une bande à 44000 et une autre à 14000. 
Ces deux bandes représentent respectivement 
la chaine lourde des antigènes de classe I 
et la B2 M associée. 

La purification des antigènes de classe II 
par cette technique (Piste B) semble égale­
ment très efficace. On peut observer deux 
bandes majoritaires aux environs de 30000 PM. 
On note cependant la présence de quelques 
contaminants de poids moléculaire plus 
importants mais présentant un signal plus 
faible que celui des antigènes de classe II. 

b) Discussion 

La technique de purification des antigènes 
d'histocompatibilités bovins par chromato­
graphie d'affinité donne donc d'excellents 
résultats. Et cette méthode est valable tant 
pour les antigènes de classe I -que pour les 
antigènes de classe II. 

Il est étonnant de constater que les IP qui 
sont réalisés dans des conditions proches ne 
donnent eux, pas de résultats satisfaisants. 

Faut-il changer le mode de préparation du 
lysat cellulaire? En effet, plusieurs ultra­
centrifugations sont effectuées avant la 
chromatographie. Ces étapes permettent 
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peut-être d'éliminer des contaminants hydro­
solubles (88). Le lysat ne subit aucune 
surgélation avant son interaction avec l'anti­
corps lors de la chromatographie. Faut-il 
éviter l'étape de surgélation du lysat radio­
actif? En effet, d'après Godin, une succes­
sion de surgélations/ décongélations du lysat 
entraine des phénomènes d'agrégations protéi­
ques (87). Faut-il encore coupler du B2 Val 
7c7 à du sépharose 4B pour l'utiliser en 
immunoprécipitation? Ces hypothèses ont été 
envisagées mais non réalisées. En effet, dans 
le temps qui nous était imparti, nous avons 
voulu vérifier d'autres paramètres qu'il nous 
paraissait plus important d'aborder; dont 
notamment, la standardisation de l'origine 
des antigènes, et le pistage des antigènes 
de classe II lors de toutes les étapes de 
purification. 

En ce qui concerne les contaminants observés, 
il est plus que vraisemblable que les deux 
bandes identiques retrouvées dans la piste A 
et la piste Baux alentours de 60000 PM soient 
dues au ~2 mercaptoéthanol (89). On retrouve 
en outre, dans la piste B, un contaminant de 
44000 PM que l'on a déjà observé auparavant 
dans les analyses de:s IP. Enfin, des bandes 
contaminantes de hauts poids moléculaires 
apparaissent sur cette piste B. 
Nous discuterons plus longuement de ceux-ci 
ultérieurement. 
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4.3.2. Marquage à l'Iode125 des molécules de classe II 
purifiées 

Les protéines de classe II purifiées ont été 
marquées à l'I125 dans le but de mettre au point 
des conditions optimales d'immunoprécipitation 
plus rapidement. En effet, en suivant, au cours 
de la séquence d'immunoprécipitation le taux de 
radioactivité (lié presque exclusivement aux 
produits de classe II), nous pensions pouvoir 
localiser les étapes où des pertes éventuelles 
de molécules de classe II auraient pu se pro­
duire. Dès lors, nous ne devions plus passer par 
l'analyse en SDS- Page suivie d'une révélation 
à l'autoradiographie qui consomme énormément de 
temps. 

La méthode de marquage utilisée ici est enzyma­
tique. Plus précisément, c'est sur la technique 
à la lactoperoxidase que notre choix s'est porté. 
Tout d'abord parce que c'est un marquage assez 
doux qui permet de ne pas altérer la protéine 
et ainsi ses sites antigéniques. Ensuite parce 
qu'il est souvent utilisé dans la littérature 
comme marquage préalable à l'immunoprécipitation 
des molécules d'histocompatibilité chez diverses 
espèces (19,48, ••• ). 



ET A 

92 K 

69 K 

46 K 

30 K _ 

front de­
migration 

Photo n°18 : 
, , 125 . , A : Resultats du marquage a l'I des antigenes de 

classe II purifiés, analysés sur gel SDS-Page (12%) 

en condition réductrice. La révélation a été réalisée 

par autoradiographie (5 jours d'impression). 

(45000(PM ont été mis sur le gel) 

ET: Piste des étalons de poids moléculaire. 
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Nous avons marqué 100 ug d'anti~ènes de classe II 
bovins (stockés à - 2o•c) à l'I 25 à l'aide de 
lactoperoxidase. Nous avons analysé sur un gel SDS­
Page en condition réductrice l'équivalent de 45000 
CPm TCA précipitable afin de vérifier si ce sont 
bien les produits de classe II qui sont marqués. 
Le gel, après sèchag~ est révélé par autoradiogra­
phie. 

a) Résultats 

Ils sont présentés dans la photon° 18. 

Nous observons. 2 bandes légèrement marquées 
au dessus de 30000 de poids moléculaire. De 
plus, 3 contaminants de hauts poids molécu­
laires et très marqués sont visibles. Le 
premier contaminant majeur a un poids molécu­
laire légèrement inférieur à 69000, le second 
a un poids moléculaire se situant entre 
69000 et 92000, le dernier se situe aux envi­
rons de 200000 PM. 

b) Discussion 

Le profil en gel SDS- Page des produits de 
classe II observé ici après marquage est 
tout à fait différent de celui obtenu après 
purification par chromatographie. Ici, les 
produits de classe II semblent être minori­
taires par rapport aux contaminants de haut 
poids moléculaire. 

Plusieurs tentatives d'explications peuvent 
ici être avancées: 

- Une première étant que les contaminants 
seraient plus marqués que les produits de 



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

136. 

classe II, pour des questions d'accessibi­
lités à l'enzyme. Cela suppose un carac­
tère hydrosoluble des contaminants. Le 
caractère liposoluble des molécules de 
classe II entrainant leur incorporation 
dans les micelles de détergent, cette 
incorporation pouvant se faire dans un 
sens ou l'autre et provoquer leur 
encapsulation. 

- Une seconde explication plus plausible 
serait que suite au stockage des antigènes 
de classe II purifiés à - 20°c, des phéno­
mènes d'agrégations de protéines se soient 
produits (87). 

- Une troisième possibilité est liée à l'ob~ 
servation suivante: pour concentrer les 
produits de classe II purifiés, nous avons 
précipité ces molécules à l'aide d'acétone. 
Ensuite, le culot est resuspendu dans le 
tampon phosphate NP+O adéquat pour le 
marquage. Or, au cours de cette dernière 
opération, une grande quantité de matériel 
n'a pu être redissoute. L'expérience fut 
répétée plusieurs fois, toujours avec le 
même résultat. Une part importante de maté­
riel protéique a donc dQ être perdu à cette 
étape. Or, si la lactoperoxidase n'a pas 
assez de substrat, elle risque de se marquer 
elle-même (7S). Celle-ci ayant un poids 
moléculaire de 93000, cet "automarquage" 
expliquerait partiellement l'intensité du 
signal obtenu entre 66000 et 93000 PM. 
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En conséquence de ce profil inattendu, 
nous n'avons pas pu exploiter ce maté­
riel comme souhaité. 

Cependant, à partir de ce matériel dispo­
nible, nous avons réalisé des IP dans le 
but d'analyser dans diverses conditions le 
comportement des différentes protéines 
marquées (résultats non présentés). Les 
résultats de cette expérience confirment 
différentes observations déjà réalisées 
auparavant. A savoir que les 2 bandes 
proches de 30000PM sont bien précipitées 
dans nos conditions d'IP (fiche technique 
n° 11), que l'étape du "preclearing" nous 
fait perdre une grande partie des antigè­
nes de classe II. Nous constatons égale­
ment que les contaminants décrits après 
le narquage des antigènes de classe II 
purifiés sont encore présents ici après 
une précipitation spécifique de ces anti­
gènes. De plus, comme déjà dit, l'étape 
du "preclearing" semble éliminer spécifi­
quement une bonne partie du contaminant 
ayant un poids molécula:ir e se si tuant 
entre 46000 et 66000. 
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CINQUIEME PARTIE 

5. DETERMINATION DU PATTERN DE BANDES SPECIFIQUEMENT PRECIPI­
TEES PAR LE B2 Val 7c7 ET TENTATIVE DE DEFINITION DE LA 
NATURE DU CONTAMINANT DE 60000 PM. 

Si le temps ne nous avait pas été compté, de nombreuses 
expériences auraient encore pu être entreprises. 
Mais avant de clôturer nos manipulations, deux choses nous 
tenaient particulièrement à coeur. Tout d'abord, nous avons 
tenté de déterminer si la bande contaminante proche de 
60000 de poids moléculaire constitue oui ou non un agrégat 
des sous-unités des produits de classe II. Ensuite, nous 
avons voulu montrer que le pattern de bandes que nous pré­
cipitons est spécifiquement obtenu par le B2 Val 7c7. 

5.1. TENTATIVE DE DEFINITION DE LA NATURE DU CONTAMINANT 
DE 60000 PM. 

Pour tester si le contaminant observé aux environs de 
60000 de poids moléculaire est un agrégat des deux 
sous-unités c< et ~ des antigènes de classe II, deux 
méthodes étaient à notre disposition: 

- l'utilisation pendant l'immunoprécipitation d'une 
molécule qui en méthylant les résidus S H bloque la 
formation d'agrégats par ponts disulfurés. Cette 
molécule c'est l'Iodoacétamide. 
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Photo n°19 : Résultats d'IP analysés sur gel SDS-Page(l2 %) 

révélés à l'autoradiographie (8 jours d'impression). 

La signification des pistes A,B,C,D,E,O,F est reprise 

dans la fiche technique n°13. 

ET: Piste des étalons de poids moléculaire. 
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- l'adjonction de quantités croissantes de ~ 2 
mercaptoéthanol à l'éluat pour réduire les ponts 
disulfures. 

Les points clés du protocole sont repris dans la 
fiche technique n ° 13 .• 

En bref, 5 IP furent réalisés à partir de 3.106 DPm d'un 
lysat de cellules marquées à la méthionine s35. Le monoclo­
nal utilisé est le B2 Val ?C? et comme immunoadsorbant, 
c'est le sépharose 4B - proteine A qui a été choisi. 
Les lavages furent effectués en tampon Tris 25 mM pH 8.0; 
0,1 % SDS; 0 11 %, NP40. 
L'élution a été réalisée en tampon échantillon SDS sans 
'/2

2 
mercaptoéthanol chauffé à loo•c. Ces éluats d'IP furent 

ensuite poolés puis reséparés afin d'y mettre 0 %, 2 ~' 
4 %, 8 %:· et 20 % de p

2 
mercaptoéthanol avant de les depo­

ser sur gel. 
De plus, un contrôle fut réalisé utilisant exactement les 
mêmes étapes sauf que le] Val 7C7 a été omis. 
Un dernier IP a été réalisi, identique aux 5 premiers 
sinon que 5 mM d'iodoacétamide ont été ajoutés au tampon 
de lyse NP40 et au tampon échantillon SDS ( 9.0). 

a) Résultats 

Ils sont présentés dans la photon° 19. 

On note que quel que soit le taux de B2 mercaptoé­
thanol (pistes A à E), le profil de l'IP est iden­
tique: une bande proche de 30000de poids molécu­
laire, deux autres proches de 46000 et enfin une 
troisième plus faible proche de 60000. 
Le seul changement notable qui peut être observé, 
est que, lorsque l'on ne met pas de ~ 2 mercaptoé­
thanol, un précipité au sommet du gel est observé 
ainsi que lorsqu'on met 20 % de ce réducteur. 
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La piste O qui constitue le contrôle ne présente 
que la faible bande proche de 60000 de poids 
moléculaire. 
La piste Fest semblable aux 5 premières. 

b) Discussion 

Tout d'abord, il semble que la bande proche de 
60000 de poids moléculaire, plus faible ici que 
lors d'IP antérieurs, n'est pas affectée par une 
augmentation de la concentration de p2 mercap~oé­
thanol dans l'éluat (A et E) ni par l'utilisation 
d'iodoacétamide (F). De plus, c'est la seule bande 
qui se retrouve dans le contrôle (Piste 0). Il 
semble donc qu'elle corresponde à un contaminant 
qui s'adsorbe sur le complexe RAM - protéine A 
insoluble formé et ne soit donc pas des antigènes 
de classe II non dissociés en leurs sous-unités. 

Si on compare le contrôle (Piste 0) avec les autres 
IP, 11 semble que les trois autres bandes corres­
pondent à des molécules précipitées spécifiquement 
par le B2 Val 7c7. 

La bande proche de 30000 de poids moléculaire reste 
unique et ne se dissocie pas en deux bandes distinc­
tes. Des auteurs ont décrit des profils d'IP sem­
blables à des IP d'antigènes de classe II bovins (38) 
et expliquaient cette non distinction des sous-unités 
d·e la protéine par l'utilisation de conditions 
réductrices. Cette explication ne nous satisfait 
pas puisque déjà par le passé, nous sommes parvenus 
à dissocier en condition réductrice les deux sous­
unités des produits de classe II (photon° 14). 
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Photo n°20 : Résultats d'IP analysés sur gel SDS-Page(l2%) 

révélés à l'autoradiographie (8 jours d'impression). 

La signification des pistes A,B,C,D,E,F,G,H est reprise 

dans la fiche technique n°14. 

ET: Piste des étalons de poids moléculaire. 
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5.2. DETERMINATION DU PATTERN DE BANDES SPECIFIQUEMENT 
PRECIPITE PAR LE B2 Val 7c7 
-------------------------------------------------
Pour vérifier si le pattern de bandes que nous obte­
nons est bien spécifique du B2 Val 7c7, nous avons 
déjà fait un contrôle (Piste o, photo 19). L'autre 
contrôle qui nous manque encore, consiste en l'utili­
sation dans des conditions identiques d'un monoclonal 
différent. Nous avons choisi le Thy 1 11B2 (anti-BoLA 
de classe I). 

Les détails du protocole sont expliqués dans la fiche 
technique n° "1'1 • 

En bref, 4 IP furent réalisés avec le Thy 1 11B2 , 4 autres 
avec le ] 2 Val zcz. Pour chaque anticorps, deux IP subirent 
l'étape du 11preclearing11 , deux autres non. Deux types de 
lavages ont été utilisés: le lavage en tampon immunomix 
très efficace pour l'IP des molécules de classe I et le 
lavage en tampon TDN plus un passage à pH 11 qui donnait · 
des résultats acceptables pour l'IP des molêcules de 
classe II. 
L'élution est réalisée en tampon échantillon SDS sans a~ 
mercaptoéthanol. Le culot est chauffé à loo•c et seulement 
après refroidissement de l'éluat, nous rajoutons du ~2 
mercaptoéthanol. 

a) Résultats 

Les résultats peuvent être observés sur la photo 
n° 20. 

Tout d'abord, il faut noter que l'électrophorèse 
ne s'est pas faite dans les meilleures conditions. 
Cela s'observe par la déformation de la piste des 
étalons de poids moléculaires et par la disparition 
du front de migration de trois des pistes. 
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Tout cela est da à la cassure d'une des plaques 
de verre soutenant le gel durant l'électrophorèse. 
L'estimation des faibles PM se fera donc par com­
paraison à ce qui a été obtenu dans d'autres expé­
riences. 

Les IP réalisés à l'aide du Thy 111B2 (Pistes A, B, 
Cet D) présentent une bande unique autour de 
46000 de poids moléculaire et ce, quel que soit 
le lavage utilisé. Un même résultat est obtenu que 
l'étape du "preclearing" soit omise ou non. 

Les IP réalisés à l'aide du B2 Val 7C7 quant à eux 
présentent le même pattern de bandes que dans 
l'expérience précédente : une bande autour de 30000 
de poids moléculaire, deux autres proches de 46000. 
La seule variation enregistrée est la disparition 
d'une faible bande proche de 60000 de poids molécu­
laire si le "preclearing" est réalisé. 

b) Discussion 

Lorsqu'on compare les IP obtenus à partir du Thy 1 
11B2 de ceux obtenus à partir du B2 Val 7c7, on 
peut affirmer que la bande de 30000 de poids molécu­
laire bien qu'unique est spécifiquement précipitée 
par le B2 Val 7c7. 
Les bandes proches de 46000 le sont également puis­
que d'après le contrôle réalisé dans l'expérience 
précédente (photon° 19, p:lste O), aucune bande ne 
se trouve à cette hauteur .si le B2 Val 7C7 est omis. 
Ces protéines semblent donc "copurifiées" avec les 
antigènes de classe II. Ce phénomène n'est pas 
inconnu puisqu'il a été décrit chez la souris (91). 
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D'après les auteurs qui ont décrit ces faits, ces 
protéines sont associées intracytoplasmiquement 
aux produits de classe II et sont ainsi copurifiées 
avec eux. De telles protéines copurifiées ne sont 
pas observées avec les molécules de classe I, tout 
au moins dans les conditions utilisées ici. En 
effet, pour ces IP, seule la cha1ne lourde des pro­
duits de classe I d'un poids moléculaire de 44000 
est visible. L'épaisseur de la bande s'explique par 
la grande quantité de matériel utilisé au départ 
de l'immunoprécipité. 

Cette comparaison entre des résultats obtenus à 
l'aide de deux monoclonaux différents et le contrôle 
négatif réalisé dans l'expérience précédente nous 
permet d'af'firmer que le RAM n'est responsable de 
la précipitation d'aucune bande observée. 

Deux observations intrigantes ont toutefois été 
réalisées au cours de cette expérience: 
1. La première est que les lavages immunomix dans 

ces conditions-ci ne décrochent plus le complexe 
antigène- anticorps précipité contrairement à ce 
qui a été observé auparavant (chapitre 1.3 .1.). 
Ceci est explicable car on utilise maintenant le 
RAM, jouant le rôle d'une sécurité dans l'accro­
chage du complexe antigène/ anticorps à la 
protéine A. 

2. La deuxième est que le preclearing ne semble pas 
altérer l'intensité de la bande unique de 30000 PM 
alors que lorsque nous obtenions deux bandes dis­
tinctes, nous avons démontré que le preclearing 
diminuait fortement leur intensité, comme si les 
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protéines de classe II s'adsorbaient sur le 
sépharose 4B - protéine A. 

Cette différence de comportement s'expliquerait­
elle par le fait que la bande unique observée ne 
correspondrait pas à des produits de classe I I 
mais à un contaminant? 

Si oui, comment expliquer que d'une fois à l'autre, 
on ne parvient pas à obtenir le même pattern de 
bandes dans des conditions fort proches. Existe-t­
il des variables incontrôlées qui ne nous sont pas 
connues? 
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1. CONCLUSION~ 

Suite aux nombreuses expériences accumulées, une discussion 
plus approfondie peut être entreprise. 

Il est impossible ici de passer en revue toutes les données, 
ainsi devrons-nous nous contenter de commenter quelques uns 
des éléments marquants. 

1.1. LES ANTIGENES DE CLASSE II 

Il est pratiquement indiscutable que les bandes obser­
vées autour de 30000 de poids moléculaire correspon­
dent à des antigènes de classe II. Tout d'abord 
parce que le profil correspondant à 2 bandes proches 
de 30000 de PM est très semblable à celui des cha1nes 

o<. et /3 des antigènes de classe II précipités chez 
d'autres espèces et purifiés par chromatographie 
d'affinité chez le bovin. Ensuite, parce que lorsque 
l'on n'a qu'une seule bande (proche de 30000 de PM), 
celle-ci est spécifiquement précipitée par le B2 
Val 7C7 (Ac.Mo. spécifique de classe II), puisque 
ni le Thy 1 11 B2 , ni le RAM, ne font apparaitre une 
telle bande en immunoprécipitation. Une question qui 
reste jusqu'à présent en suspens, est de savoir pour­
quoi le pattern de bandes autour de 30000 de PM est 
parfois dédoublé, parfois unique. 
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1.2. LES BANDES CONTAMINANTES 
------------------------
De nombreuses bandes contaminantes sont souvent 
coprécipitées par le B2 Val 7C7, nous pourrions 
donc parler de bandes associées. En effet, ces 
contaminants semblent spécifiques du B2 Val 7C7 
puisque ni le Thy 1 11B2 , ni le RAM ne précipitent 
de telles bandes dans les mêmes conditions. 
Pourquoi existe-~11 une telle différence entre les 
antigènes de classe I et les antigènes de classe II 
dans ces phénomènes de coprécipitation? Est-ce dft 
à la différence fondamentale de fonction de ces 
molécules? En effet, les complexes, produit de 
classe I / antigène associé, sont des cibles pour 
des cellules effectrices. Par contre, les produits 
de classe II associés à des peptides antigéniques 
semblent intervenir comme molécules "signait' durant 
l'activation des cellules B au repos ( 91). 

Quelles sont ces bandes associées? 

Un premier contaminant, que nous observons souvent, 
se situe aux environs de 44000 de poids moléculaire. 
Ce contaminant est très souvent décrit de par la 
littérature comme étant de l'actine associée intra­
cytoplasmiquement semble-t-il aux antigènes de classe 
II (91,92). Certains (92) signalent, outre l'actine, 
un contaminant majeur à 200000 de PM que nous avons 
pour notre part rarement mis en évidence. Ce contami­
nant serait de la myosine. 
D'autres auteurs ont décrit chez la souris que les 
antigènes de classe III-A (équivalent HLA-DQ) peuvent 
former un complexe de 200000 de PM avec une protéine 
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associée à la membrane. Ils ont égalent montré que 
les antigènes de classe II I-E (équivalent HLA-DR) 
s'associent avec des multimères de protéines de 

15000 de PM pour donner des complexes de 45, 60, 75 
et 90 Kd. La nature de ce multimère est inconnue (93). 
Pour notre part, nous avons fréquemment rencontré 
des contaminants à des PM similaires. Y~is, dans ce 
cas, les complexes n'étant pas dissociés en condition 
réductrice, 11 faudrait que ces associations soient 
d'une autre nature que des ponts disulfures. 

A propos de la bande proche de 60000 de PM, une molé­
cule semblable coprécipitée avec les antigènes de 
classe II a été décrite chez la souris (91). Il 
s'agirait d'une protéine Kinase, ce qui renforce 
l'idée que ces antigènes de classe II servent d'inter­
médiaire dans l'activation des cellules B (91). 
On peut difficilement envisager que parmi les bandes 
contaminantes proches de 75000 de PM, on puisse trou­
ver des chaines lourdes d'IgM. 
D'une part, parce que la protéine A fixe malles IgM 
(71), d'autre part, on ne retrouve pas de contaminant 
correspondant à la chaine légère qui devront lui être 
associée (25 Kd) • 

Quoi qu'il en soit, d'un IP à l'autre, les contaminanœ 
observés ne sont pas toujours identiques en matière ou 
en intensité. Ceci peut être imputable à l'impossibi­
lité de travailler dans des conditions exactement 
similaires d'un IP à l'autre. De nombreuses variables 
sont mal contrôlées (Différences d'état d'activation 

des cellules d'un animal à l'autre, différence de 

vieillissement du lysat cellulaire, ••• ), peut-être en 
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existe-t-il d'autres insoupçonns jusqu'ici. Une 
hypothèse intéressante dans l'explication de cette 
inconstance dans les phénomènes de coprécipitation 
est liée au fait q.ue le B2 Val 7C7 est peut-être 
polymorphe "large". En effet, on a décrit la présen­
ce de contaminants distincts associés aux produits 
de classe II murins I-A et I-E (93). Or, des sous­
populations de produits de classe II équivalents aux 
I-A et I-E murines ont été décelées chez les bovins 
(95). Si le polymorphisme "large" du monoclonal peut 
~tre attribué à la reconnaissance inconditionnelle 
(haplotype indépendante) d'un des types d'antigènes 
de classe II ( I-A lik e. ou I-E lil'. e .. ) adjoint à la 
reconnaissance conditionnelle (haplotype dépendante) 
de l'autre type de molécules et si les molécules 
reconnues diffèrent d'individus à individus; dès lors, 
les molécules coprécipitées pourraient également 
être différentes selon les animaux. 

1.3. PROBLEME DU "PRECLEARING" 

Il semble que le "preclearing" à l'aide de protéine A 
insoluble épuise le lysat en antigènes de classe II. 
Comment expliquer que ces molécules s'adsorbent si 
fortement à la protéine A? 

- parce qu'elles contiennent un site analogue à celui 
qui permet aux immunoglobulines de s'adsorber sur 
cette protéine A? 

- parce qu'elles sont, elles-mêmes, associées à des 
protéines intramembranaires qui s'adsorbent sur la 
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protéine A insoluble? Cette protéine serait peut­
être le contaminant d'un poids moléculaire estimé 
à 60000 et qui s'adsorbe fortement sur le sépha­
rose 4B - protéine A? (Photon° 16). 
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2 • PERSPECTIVES 

L'étude de la nature des protéines co-précipitées avec les 
antigènes de classe II ouvre des perspectives d'avenir très 
intéressantes dans le cadre de l'hypothèse selon laquelle 
les antigènes de classe II interviendraient comme molécules 
"signal" durant l'activation des cellules Bau repos. 

Par contre, dans le cas qui nous préoccupe ici, c'est-à-dire 
l'analyse du polymorphjgme des antigènes de classe II bovins 
par Ief, ces contaminants nous empêchent de travailler dans 
la technique de l'Ief à une dimension. 

Il faudra donc parvenir à éliminer ces contaminants par des 
techniques différentes et peut-être plus appropriées comme 
la centrifugation à très haute vitesse du lysat cellulaire 
dans le but d'éliminer les contaminants hydrosolubles (Ef) 
(étape qui est réalisée dans la purification par chromato­
graphie d'affinité) ou encore par des lavages adéquats 
(tampon de lavage contenant de l'Hepes qui permettrait 
l'élimination de l'actine (9+)). 

Une voie parallèle à l'élimination des contaminants serait 
d'amplifier le signal spécifique en limitant la perte par 
"preclearing". On pourrait utiliser comme support solide 
précipitant, du B2 Val 7C7 couplé à du sepharose 4B; dans 
ce cas, le "preclearing" s'effectuerait à l'aide d'un mono­
clonal de même isotype que le B2 Val 7C7 couplé à un même 
support solide. 

Au cours de ce mémoire, nous nous sommes peu à peu rendus 
compte des difficultés que représentaient l'immunopréc i pi­
tation des molécules de classè II bovines par rapport aux 
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molécules de classe Ide la même espèce. Nous avons tracé 
aussi quelques voies importantes dans la compréhension 
des difficultés rencontrées et dans les moyens qu'il fau­
drait employer pour les surmonter. 
C'est sur base de toutes ces remarques que nous pouvons 
envisager la réussite proche de la mise au point de 
l'immunoprécipité des produits de classe II bovins à 

l'aide du B2 Val 7C7 et de tout autre monoclonal anti-BoLA 
classe II. C'est seulement quand cette mise au point sera 
effective qu'enfin nous pourrons entreprendre l'étude du 
polymorphisme de ces molécules par Ief. 
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