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Résumé. 

Nous avons iso lé une hémicellulose de type xylane du surnageant de culture 
de Silene alba contre laquelle nous avons produit un anticorps monoclonal 
d'isotypie lgM (clone 6G3). 
Un test ELISA a été mis au point pour optimiser les réponses de cet 
anticorps monoclonal. 
Par hydrolyse enzymatique partielle à l'hémicellulase, différentes 
fractions oligosaccharidiques reconnues par l'anticorps monoclonal ont été 
isolées. Ces fractions correspondent à des oligomères ayant un degré de 
polymérisation entre 2 et 4 et une composition en oses neutres où glucose 
et galactose sont majoritaires et présents dans des rapports compris 
entre 1,2 et 1,6. 
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Ponts hydrogènes intramol~culaires 

I 
M 

F,g . 1: S tructure de la cellulose montrant les ponts hydrogène s inter - el 
in tramoi"~culaires (SS) . 



1. 1.- La paro1 végéta le. 

1.1.1.- Structure, rôle et composition de la paroi . 

Un végétal est un édifice relativement ri gide, desti né à capter 
l'énergie solai re pour alimenter la photosynthèse. Cette rigidité est due à 
la présence, autour du plasmalemme, d'une paroi cellulaire. Parmi les rôles 
de cet te paroi, on peut ci ter: 

- Résistance mécanique pour empêcher l'éclatement des ce llul es 
sous l'act ion de la pression de turgescence ( 1 ). 

- Ensemble d'informations chimiques et rôle possible dans la 
régula tion hormona le (2). 

- Barrière contre l'attaque de pathogènes (34). 

Cette paroi est subd ivisée en paroi primaire et paroi secondaire. La paroi 
prima ire est caractéristique des cellules en croissance et la paro i 
secondaire se dépose quand la cellule ne manifeste plus d'activité de 
croissance. Ces deux parois ont des propriétés physiques et chi miques 
différentes. La paroi primaire est une structure dynamique alors que la 
paroi secondaire est une structure mécaniquement statique définissant la 
taille et la forme d'une ce llule mature ( 1 ). 

Sur le plan de la compositon chimique, la paroi prima ire est composée de 
rnicrofibrilles de cellulose enchassées dans une matrice amorphe de 
polysaccharides et de glycoprotéines (90 et I 0 % respectivement dans ur,e 
paroi primaire) (3). Dans la paroi seconda ire, la composante cellulosique 
est dominante et on peut y observer de la lignifi cation ( 1 ). 

1. 1.2. - Les po lysaccr,arides. 

1.1.2.1.- La cellu lose. 

11 s'ag it d'un polysaccharide résultant d'une polymérisation ~-1 ,4-
de D-g lucose (fi g.1 ). Ces chaînes de glucose s·assoc ient par 
ponts hydrogènes pour former des microfi br1lles. ûn peut 
distinguer différentes celluloses essentiellement par leur degré 
de polymérisation et leur état plus ou moins crlstall1n. Le degré 
de polymérisation est de 14000 dans la paroi seconda ire alors 
que dans la paroi primaire le degré de polymérisation varie en tre 
500 et 2500 -4500. Le degré de crista ll inité est également 
supérieur dans la paroi seconda1re (3). Les m1crof1br1lles de 
cellulose y sont disposées parallèlement les unes aux autres et 
reliées par des ponts hydrogènes. 



Fig . 2 : Schéma présumé d·association des polyuronales avec le Ca2+ . A gauche. les 
chaînes de polyuronales sont représentées par une ligne brisée el les ions ca2+ par 
des cercles . A droite. représentation détaillée de la coordination possible d"un cation 
par une chaine (54) . 

1/ 

0 

0 OH 

OH OH 

Fig . 3 : Exemple de substitution d'un disaccharide par un ester feruloyl (3) . 
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1.1.2.2.- Les pectines. 

Les pectines comprennent essentiellement le rhamnoga lacturonane 
1, un polymère dont la chaîne principale t'ésulte d'une polymérisation 0<,-J ,4-

d'acide D-ga lacturon ique interrompue par des 0<,-L - rhamno-pyranosyle (26). 
La moitié des résidus rhamnoses servent de point de branchement de 
chaînes latérales composées d'arabinoses terminaux et galactoses en 
liaison 4 ou 6 (27) et du D-xylose et L -fucose. 
Des études enzymatiques ont révélé que les chaTnes latéral es sont 
localisées sur une longueur de chaîne qui ne correspond qu'à une très peti te 
fraction de la chaîne complète. 
On distingue des régions ·smooth' ( 1 isses, homopo lygalacturon iques) qu i 
représentent environ 90 % de la chaîne, caractérisées par un degré 
d'estérification de 70 %; et des régions 'hairy· (hérissées, 
hétéropolygalacturoniques) où le degré d'estérification est proche de 100 % 
(28). 

Les régions homopolygalacturoniques des pectines sont capables 
de former des associations coopératives en présence de cat ions Ca2+ 

formant ainsi des joncti ons intermoléculaires. Ces jonctions définissent 
l'état de gel ca lcique (fig. 2). Si la pectine est estér ifiée, cette structure 
sera moins stable et s'il y a des chaînes latéral es, l'association 
coopérative est impossible (29). Les chaînes latérales des pectines 
contiennent des groupements feruloyls (fig. 3) (26 ). Les groupements 
feruloyls sont présents au niveau des résidus term inaux non réducteurs 
d'arabinopyranose et galactopyranose. Ces sites sont très exposés aux 
peroxydases de la paroi qui peuvent catalyser par couplage oxydatif la 
l iaison des molécules de pectines entre elles par des ponts diferulates 
(30). Ce phénomène aurait pour effet un renforcement de la rigid ité de la 
paroi. On observe en effet une corrélation négative entre le taux de 
croissance des cellules et l'activité peroxydasique. 11 se pourra it 
égal ement que les acides feruliques servent de point d'ancrage pour la 
polymérisation d'alcoo l hydroxycinamique en I ignine. 

Moins connu, parce que moins abondant dans la paroi, le 
rhamnogalacturonane Il (3) appartient également à la famille des pectines. 
Ce polysaccharide est surtout caractérisé par une composition en sucre 
atypique : 2-0-méthy lfucose, 2-0-méthylxylose, apiose, 3-C-carboxy­
S-deoxy-L -xylose, acide 3-C-deoxy-manno octulosonique 
Ce polysaccharide est extrait de la paroi suite à un tra itement à 
l'endo-cx.-1,4-galacturonase. 11 s'agit d'un polymère de taille relat ivement 
constante d'un degré de polymérisation compris entre 25 et 50. 
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1 1 • 
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: î O 1 
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Fig.4 : Slruclure probable d'une portion de xyloglucane (7). 
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1.1.2.3.- Les hémicelluloses. 

1.1.2.3.1.- Composition chimique. 

Sous le terme d'hémicelluloses, on regroupe généralement les 
polysaccharides pariétaux qui ne sont ni de la pectine, ni de la cellulose. 
Ce sont des polysaccharides qui le plus souvent sont extraits de la paroi au 
moyen de solutions alcalines à basse température (6). La famille des 
hémicelluloses regroupe divers polymères qui diffèrent par leur structure 
et par leur composition. On retrouve dans cette famille: 

- les xyloglucanes (7,8) 
- les xylanes (7) comprenant - les glucuronoxylanes (9) 

- les glucuronoarabinoxylanes ( 10) 
- les arabinoxylanes ( 11) 

- les ~-glucanes (7, 12) 
- les arabinogalactanes C 13) 
- les galactoglucomannanes (21) 

a. Les xyloglucanes. 

En 1969, Aspinal I et al. ( 15) démontraient pour la première fois la 
présence de xyloglucanes dans une culture en suspension d' Ace1 
/JS&udof}latanus . En 1979, McNeil et al. (7) isolèrent la même 
xyloglucane directement à partir de la paroi de la même espèce . 
Les xyloglucanes sont aussi b1en présentes chez les dicotylées 
que chez les monocotylées. Ce sont des polymères branchés dont 
la chaîne principale résulte d'une polymérisation ~-1 ,4- de 
D-glucose. 
Chez P/Jaseo/us aureus , 75 % des résidus glucoses sont branchés 
en c6 par du oc.-D-xylopyranose, L -fucopyranosyl-( 1-2)-~-D-

galactopyranosyl-( 1-2)-oc.-D-xylopyranosyl et ~-D-galacto-
pyranosyl-( 1-2)--oc. -D xylopyranosyl (8) (fig. 4). 

Chez l'avoine, on retrouve la répét1tion Xyl- ( 1,6)- Glc-( 1,4) - Glc 
et Xyl- ( 1,6)- Glc ( 1,4) -(Xyl-( 1,·6))- Glc ( 1,4)- Glc (8). 

Dans l'endosperme de riz, en plus de la répétition précédente, on 
relève une deuxième séquence répétée: ~-D- Gal ( 1,2)- D-Xyl­
< 1,6)- p-D-Glc-(D-Xyl-( 1,6))-p-D-Glc-( 1,4)-(D-Xyl-( 1,6))-p-D­
Glc-( 1,4)-D-Glc (8), 

En résumé, on peut dire que 30 à 40 % des résidus glucoses de la 
chaîne principale sont substitués en c6 par du xyl ose (8) 



GI~ .:<',~ 1 Sycamorc-' • 
R~1duc Tamanndus' Nu1un1um• ' R.arx Sccd I ' R.arx Sttd 11" BEPS' REPS' SEPS ' • œll,..-all 

------
Glucù~ -48 .5 5 M 48 "6 .51 46 31 
X)IO~ 36 27 24 34 36 30 )7 36 
Gii~C(~ 16 18 L? 10 10 10 7 14 
Fuc~ 0 0 0 7 8 7 6 7 

• holaled from To,,.,,rirulw., 111d1co leeds (4/ . 79 ). 

• bolat.ed Crom nasturt1um r T,ofHo/rwm mDJMJ i sccds (4/ . 6 7) . 
• IIO&at.ed Crom llnu .,,ca <°Omp<'.<lfu seeds t / / 5 ). 
• Isolat.Cd frocn /Ira.me-a c~ ••lfiJ tœds (.: J. J 19). 

1 • BEPS • Bcan cxtracellular polys.aa:handcs. holucd from the medium of J1&1pension<uhured truc bcan ( PltoMo/11..< n,Jgari.s I cdls (calculatcd 
1 from data pm,mtcd in ref. /33) . 
l ' REPS• R0te utraccllular polysaccli&ridcs. lsolated from the medium of 1mperuion<Ulrured Rote fllDMI gklllal ; c:dls (2'9). 

• SEPS • Sycamorc cx.tracelluJu polysaa:handcs. lsolated from the medium of 1U5pmlion<Ul1ured r Au, , .~111-.> J c:dls (2' . 31). 
: • lsolated from the cell ,.-afü of ~~on<ulrurrd sycamorc ,4,....,. ~pman11..< lcakulat.ed from the data pre,c11ted in rcf. 31) . 

For thnc sources of xyloJ]ucan or amyloicn. tht ai1W:os~t plxtosy\ and x.ylosyl ruiducs wcrc "1own 10 be in the D-coalisuration. 
1 J Thu preprat1on is known to be contamioated with pcctic polysaccharides. 

Fig . 5: Composition en oses neutres de différentes xyloglucanes (7) . 
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Chez Acer f}seudof}latanu~ on trouve des xylog lucanes dont la 
composition typique est donnée à la figure 5 (7). Par rapport aux 
monocotylées, la structure et la composit ion des xyloglucanes 
sont quasi identiques, bien que 50 % des xyloglucanes, chez le 
sycomore, sont dépourvues de fucose. Quand i I est présent, le 
fucose se trouve toujours en position terminale sur le e,.:> d'un .__ 

résidu glucose. On admet généralement l'hypothèse que toutes les 
xyloglucanes sont synthétisées tout en contenant du fucose mais 
qu· in situ, certaines molécules perdraient ce fucose durant des 
processus de maturation au sein de la paroi (7). Le poids 
moléculaire des xyloglucanes d' Acer f}seud()f)/atanus est est imé à 
7600, soit environ 50 monomères (7). 
Chez les dicotylées, les xyloglucanes const ituent avec les 
polymères pectiques une proportion importante des 
polysaccharides pariétaux. 
Chez les monocotylées, par contre, la paroi est pauvre en 
polymères pectiques, mais subit un enrich issement 
hémicellulosique surtout en ~-glucanes et 
glucuronoarabinoxylanes ( 16). 
Les xyl oglucanes de monocotylées ne sont solubles que dans des 
solutions alcalines, alors que celles provenant des dicotylées sont 
solubles dans l'eau (8). Cette différence de solubilité est liée à la 
différence de taille des chaînes latérales qui sont plus courtes 
dans le premier cas. Parmi les xyloglucanes, celles des graminées 
sont les plus simples, les moins branchées et elles sont 
dépourvues de fucose et de galactose< 17). 
On signale également une certaine hétérogénéité dans la 
composition des xyloglucanes ( 15). Cette hétérogénéité dans 
la composition macromoléculaire est une caractéristique générale 
des polysaccharides pariétaux pas seulement entre différents 
tissus mais également au sein d'un même organe. 

b. Les xy lanes. 

Les xylanes sont des polysaccharides résultant d'une 
pol ymérisation ~-1,4- de D-xylose. Les xylanes sont fortement 
liées à la cellulose (18). Ce sont des polysacchari des 
parti culièrement abondants chez les monocotylées (3) et dans la 
paroi secondalr'e des espèces dlcotylées (7). 

La distinction faite entre les différentes xy lanes provenant 
d'espèces différentes se base essentiellement sur la nature et le 
mode de liaison des chaînes latérales. 
Une manière élégante de distinguer les xylanes des xyloglucanes 
est une digestion avec la "driselase" (Sigma) qui se base sur le fait 
que J'(X,-xylose est propre aux xyloglucanes tandis que le ~-xylose 
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se retrouve dans les xylanes. La digestion enzymatique donne des 
produits différents suivant la nature du polymère et facilement 
séparables par simple chromatographie sur papier (40). 

On distingue : 
-1 . Les glucuronoxylanes. 

Ce sont des polysaccharides hémicellulosiques très abondants 
dans la paroi secondaire chez les espèces ligneuses (9). 
Certains résidus xyloses de la chaîne centra le sont substitués en 
c2 par de l'acide 4-0-méthyl-glucuronique et ce, tous les 7 

à 1 o résidus de xylose en moyenne. Le poids moléculaire de 
ces molécules varie entre 25000 et 40000 daltons (so it 
entre 150 et 200 monomères) (7). 

-2. Les glucuronoarabinoxylanes. 

Chez Acer pseudoplatanus, ce polysaccharide représente environ 
5 % des polymères pariétaux ( 10). La chaîne principale de 
xy lose porte des chaînes latérales d'arabinose ou de xylose 
et parfois d'acide glucuronique. La plupart des chaînes 
latérales neutres sont rattachées au c2 du xylose par une 

liaison 2,4. Tous les acides uroniques sont term inaux et 
tous les résidus neutres terminaux appartiennent à une chaîne 
latérale neutre (7, 10). 

-3. Les arabinoxylanes. 

Ce sont des polymères plus ou moins branchés (6), relativement 
abondant dans les parois primaires ( 11 ). Ces molécules sont 
souvent désignées sous le nom de feraxanes à cause de leur 
association avec des composés phénoliques ou acides feruliques 
(6, 11 ). Les substitutions se font le plus souvent au niveau des 
branchements 2-0 et non 3-0 de l'arabinose avec la chaîne 
pr1nc1pale de xylose. La feruloylat1on des xylanes est suspectée 
d'avoi r un effet sur la structure quaternaire du polysaccharide et 
d'être à la base de la synthèse de composés aromatiques plus 
complexes. 

c. Les ~-glucanes. 

Ce sont des polysaccharides résultant d'une polymérisat ion p-1 ,3-

et p-1,4- de D-glucose dans un rapport de 1 à 1, 7 (7). 
Ce polymère est caractérisé par une alternance d'unités tr i ­
et tétrasaccharidiques (8). Ceci est justif ié par 
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l'action d'une p-D-glucanase qui libère le trisaccharide 
3-0-p-ce l lobiosyl-D-glucose et le tétrasacchar1de 
3-0-p-ce llotriosyl-D-glucose. Ces deux uni tés seraient rel 1ées 
par une l 1aison p-1 A- (20). Les ~-glucanes ont un poids 
moléculaire pouvant dépasser 200.000 daltons (20). 
Les p-glucanes sont très abondantes chez les monocoty lées; on 
pense que leur structure est identique chez les dicotylées (20). 

d. Les galactoglucomannanes (21 ). 

Ce sont des polysaccharides très répandus dans les tissus 
lignifiés chez les gymnospermes et chez les angiospermes. On a 
également retrouvé des galactoglucomannanes chez certaines 
légumineuses, chez une mousse aquatique, chez une fougère et 
dans les graines de certaines espèces de Liliaceae et d'lridaceae 
(21 ). Ce sont des polymères composés de ~-D-mannose en liaison 
-1,4- et de p-D-glucose auxquels de l' or.-D-galactose peut être 
associé latéralement. La position des résidus galactoses le long 
de la chaîne est aléatoire, de même que l'est la distribution des 
hexoses le long de la chaîne. 11 existe également des 
galactoglucomannanes où mannose et glucose alternent 
régulièrement au sein de la chaîne principale et où le galactose 
est exclusivement lié au mannose. 

e. Les arabinogalactanes.( 13) 

C'est un polymère dont la chaîne principale comprend du galactose 
en 1 iaison -1,3- et -1,6- avec un taux de branchement é lévé. La 
plupart des branchements se terminent par un résidu arabinose. 
Dans certains cas, la chaîne latérale est réduite à un seul 
monomère d'arabinose I ié au c3 d'un résidu galactose en 1 iaison 

-1 ,6-. 

1. 1,2,J.2.- Les bém1ce11u1oses et rarch1tecture pariétale. 

Les xyloglucanes sont des hémicelluloses capables de se lier 
fortement à la cellulose purifiée de même qu'à la cellulose in situ (7,22) 
via une multitude de ponts hydrogènes. La liaison des xyloglucanes à la 
cellu lose se fait de manière spontanée et réversible, sans l'intervention 
d'enzymes ni de catalyseurs en. La paroi contien t suffisamment de 
xy log lucanes pour former autour des fibres de cellulose une m onocouche 
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moléculaire les empêchant ainsi de former des agrégats de trop grande 
taille (7,23). Les molécules de xyloglucane, d'une longueur de 0,25 
micromètre, seraient capables individuellement de se I ier par leurs deux 
extrémités à deux microfibrilles de cellulose différentes (41). Ce système 
de I iaison servirait à maintenir les microfibri l les de cellulose 
parallèlement les unes aux autres (40). 
La quantité importante de ponts hydrogènes entre cellulose et xyloglucane 
rend la liaison intermoléculaire aussi solide que la liaison covalente (22). 
Des études par diffraction aux rayons X ont montré que les ponts 
hydrogènes entre cellulose et xyloglucane se formaient entre un oxygène 
appartenant à un sucre d'une chaîne avec un groupement hydroxyle primaire 
en position 6 d'un résidu glucose de l'autre chaîne (23). Cependant, i 1 
n'existe que 25 % de résidus glucoses possédant des groupements 
hydroxyles primaires en position 6 dans une xyloglucane. Cette 
caractéristique va être à la base d'une limitat ion des associ ations 
latérales entre molécules. La présence de chaînes latérales 
fucose-( l ,2)-galactose-( 1,2)-xylose aura les mêmes conséquences : ces 
chaînes latérales ont la propriété de se recourber soit vers le bas soit 
vers le haut par rapport à la chaîne principale. Ainsi , les chaînes latérales 
d'une xy loglucane associée à la cellulose feront obstacle à l 'approche 
d'autres mo !écules de xyloglucanes (23). 

Les xyloglucanes ne sont pas les seuls polymères pouvant se lier à la 
cell ulose : les glucuronoarabinoxylanes en sont également capables (7). 

Les xyloglucanes et les glucuronoarabinoxylanes peuvent éga lement 
réaliser des liens entre elles et avec elle-même donnant ainsi des ge ls (7). 

Les xyloglucanes ne réalisent pas uniquement des liens avec la cel lulose 
mais également avec les substances pectiques via leurs extrémités 
réductr ices rattachées aux chaînes galactanes des rhamnogalacturonanes. 

On a ainsi proposé un modèle d'organisation de la paro i où, en résumé) les 
microfibrilles de cellulose sont reliées aux polymères pectiques par des 
hémicelluloses (fig. 6). 

La paroi secondaire des espèces dicotylées ligneuses se subdivise en 3 
couches CS 1 Js2 et s3; fig. 7). La transition d'une couche à l'autre se marque 

par une modification de l'orientation des m icrofibri l les de cellulose 
donnant à la paroi une structure hélicoïdale (fig. 8). Des marquages 
cytochimiques avec une xylanase couplée à de l'or colloïdal ont démontré 
une concentration importante en glucuronoxylanes entre S 1 et s2. 

Connaissant la faculté de ces molécules à former des hélices lévogyres et à 
s'associer à la cellulose, elles sont suspectées d'amorcer la rotation des 
microfi br illes de cellulose entre s1 et s2. 
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visualiser les changements successifs de rorienlation des microfibrilles (9) . 

Fi g . 8 : Diagramme montrant la différence de distribution des glucuronoxylanes . Les 
fl khes indiquent la localisation massive des glucuronoxylanes accessibles aux 
xylanases couplées à de ror colloïdal associées à la rotation des microfibrilles de 
cellulose (9) . 
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Les xyloglucanes reliant la cellulose aux pectines et étant 
absentes des parois secondaires, on pense que ces molécules 
doivent avoir un rôle dans le processus de croissance ( 15). L'effet 
de l'acide indole acétique (AIA), une hormone végétale qui provoque 
une perte de rigidité de la paroi permettant à la cellul e 
d'augmenter sa taille sous l'effet de la pression de turgescence, se 
traduit entre autres, chez le pois, par une solubilisation partielle 
des xyloglucanes. Cette solubilisation est à mettre en corrélati on 
avec une diminution du pH suite à l'action de l'AIA ( 15). L'effet de 
l'AIA étant très rapide, il semble qu'il faille exclure l'intervention 
d'une synthèse de novo de protéines ou de polysaccharides et 
plutôt considérer un réorganisation des polymères pariétaux déj à 
existants. En effet, la rupture de certaines liaisons entre 
constituants de la paroi se traduit par une perte de rigidité: 
rupture des liaisons entre le rhamnogalacturonane et les protéines 
ou rupture des liaisons entre la cellulose et les xyloglucanes. 
Keegstra et al. ( 12) conçoivent que l'extension cellulaire pu isse se 
concevoir par glissement des xyloglucanes le long 
des fibres de cellulose. La rupture des ponts hydrogènes serait 
favorisée par une concentration élevée en protons (22). 
D'autres auteurs (42) suggèrent l'intervention d'endo- glucanases 
qui dégraderaient les xyloglucanes, permettant à la cellule de 
croître sous l'effet de la force de turgescence. Cette i dée est 
soutenue par la disparition rapide de xyloglucanes marquées au 
14c sous l'effet de l'AIA et par le fait qu'il est alors possib le 
d'extraire les xyloglucanes avec de l'eau. 

Les ~-glucanes ont également des rôles importants à rempli r·. 
Chez le coton, la synthèse de ~-1,3-glucane coïncide avec le 
premier dépôt de cellulose de la paroi secondaire. On pense que le 
~-1,3-glucane joue un rôle primordial dans la déterminat ion de la 
plasticité de la paroi à ce stade du développement. Ce 
polysaccharide possède la propriété d'incorporer très rapidement 
le glucose par rapport à la cellulose ce qui suppose un turn-over 
rapide (12). 
11 semblerait que les auxines soient également capables d'agir sur 
les facteurs régulant la synthèse et la dégradat lon de ~-glucanes. 
Chez le maïs, on observe au niveau des graines une réduct ion de la 
quantité de ~-glucanes après un traitement à la g1bberelline GA3 
(une hormole végétale) et on note une perte importante de 
~-glucanes lors de la croissance cellulaire ( 16). 
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Lors du mûrissement des fruits, on a démontré que les glucanes 
non cellulosiques et les polymères de type xylane n'étaient pas 
hydrolysés (24). On observe cependant une perte importante en 
galactose et une solubilisation des po lygalacturonides de haut 
poids moléculaire (24). 

Rôles annexes. 

En 1984, York et al. ont démontré qu'un nonasaccharide libéré 
d'une xyloglucane au moyen d'une cellulase avait un puissant effet 
anti-auxinique (43). 

Les xyloglucanes sont également des polysaccharides de réserve 
au niveau des graines (40). Des enzymes contenues dans la graine 
digèrent le polymère en monomères au moment de la germination. 

1. 1.2.3.4.- Synthèse des polysaccharides ( 25). 

La synthèse de polysaccharides pariétaux en général , débute à partir de 
sucres diphospho-nucléosidiques. Ces précurseurs sont formés soit à part ir 
d'un sucre phosphaté et d'un nucléoside triphophate via une 
pyrophosphory l ase, soit par un phénomène d' i nterconvers ion à partir des 
sucres diphospho-nucléosidiques. Les sucres proviennent essentiellement 
du glucose, du sucrase et du myoinositol (fig. 9) (50). 
Les précurseurs sont synthétisés au niveau du cytoplasme via des enzymes 
solubles. La grande majorité des réactions de transglycosylat ion ont lieu 
dans l'appareil de Golgi. Les polysaccharides sont ensui te transportés dans 
des vésicules vers le plasmalemme avant leur intégration dans la paro i 
sauf pour la cellulose où c'est le complexe enzymatique lui-même qui est 
transporté dans le plasmalemme où se fera la synthèse. Durant les 
différents stades de développement de la cellule, les polysaccharides 
par iétaux subissent des changements quantitatifs et qualitatifs. On 
constate, par exemple lors du dépôt de la paroi secondaire, une fin de la 
synthèse de pectine et une synthèse accrue de cellulose et d'hém icellulose. 
Ces changements sont dûs à une modulation du flux de précurseurs du 
cytoplasme vers l'appareil de Golgi et à un contrôle s'exerçant au niveau de 
l'activité synthase. En effet, on constate chez Acer pseudof)latanusqu·une 
augmentation de la synthèse de xylane s'accompagne d'une augmentation du 
transfert de D-xylose de l'UDP-oc,-D-xylose vers une xylane. Par opposition, 
la fin de la synthèse de pectine est corrélée avec une perte de l'activité 
synthase, autrement dominante en période de croissance et de division 
cellulaire. 
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1.2. - Etude des polysaccharides pariétaux. 

L'étude de la signification physiologique des polysaccharides pariétaux de 
la cellule végétale impli que préalablement l'isolement et l'identification 
de ces polysaccharides. 
L'isolement des polysaccharides peut se faire au départ du surnageant de 
cultures de cellules en suspension ou par extraction sélecti ve des 
polymères de la paroi. L'identification des polysaccharides se fait 
classiquement par des dosages colorimétriques, par la chromatographie en 
phase gazeuse et par la spectrométrie de masse. 

1.2.1.- Sources de polysaccharides. 

La paroi cellulaire a été souvent étudiée via des polysaccharides libérés 
dans le milieu de culture de cellules végétales cul tivées en suspension; 
ceux-ci sont, en effet, le reflet des polymères se trouvant au sein même de 
la paroi. Des exemples récents ont été publiés par l'équipe d'Albersheim et 
Darvi l l ( 14,27) qui a travail lé sur Acer f}seudof}latanus ou par l'équipe de 
Thibault (32) qu1 a étudié les polysaccharides de Oaucus carotta. 

Les polysaccharides pariétaux peuvent également être étudiés via une 
ex tract ion directe de la paroi : 

- Extraction au NaOH pour l'isolement des hém ice lluloses. 
- Extraction des substances pectiques via l'utilisation 

d'enzymes te 1 le l'endopo lyga lacturonase fongique ou 
bactérienne. 

- Ex tract ion par des agents ché lateurs. 
- Extraction via des solvants organiques. 

Qu'i ls proviennent d'un surnageant de culture ou de la paroi, les 
polysaccharides sont alors purifiés essentiellement par 

- précipitation fractionnée (à l'alcool, à l'acétate de 
cu2+, au cétavlon, à l'acétone ... ). 

- chromatographies échangeuses d'ions. 
- ct1romatographle sur tamis moléculaire. 
- chromatographie d'affinité (colonne de cellulose). 

1.2.2.- Méthodes d'analyse classiques des polysaccharides 

La structure des polysaccharides est d'une complexité qui dépasse 
l'imag1nation . 51 on compare la structure d'une protéi ne à celle d'un 
polysaccharide, on comprend facilement cet aspect du prob lème. Les 
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protéines sont en effet composées d'un agencement séquentiel d'acides 
aminés pris parmi les 20 acides aminés constitutifs des protéines. Un 
polysaccharide est un agencement de sucres où chaque sucre peut exister 
sous différentes formes isomériques. Un agencement de 3 sucres différents 
peut ainsi donner naissance à plus de 1000 combinaisons possibles 
puisqu'i 1 existe 64 types de 1 iaisons glycosidiques différentes entre 2 
sucres à 6 atomes de carbone ( 2). 
Malgré cette complexité, il existe cependant des méthodes d'analyse de ces 
polysaccharides permettant d'en préciser au moins la structure primaire. 

La première étape d'analyse d'un polysaccharide fait appel à des dosages 
colorimétriques qui permettent de quantifier les acides uroniques, les 
pentoses, les oses neutres, les longueurs de chaînes et d'ainsi se faire une 
première idée de la nature du polysaccharide en présence. 

Ensuite, l'analyse de la composition en substances glycosylées ( 1) réalisée 
par la méthode des acétates d'alditols ou par la méthode des triméthylsilyl 
éthers de méthyl glycosides permet de distinguer et de quantifier les 
monomères constitutifs des polysaccharides. Le principe de ces deux 
méthodes est de former des composés volatils pour chaque sucre qu i seront 
ensuite séparés par chromatographie gazeuse et comparés avec des 
standards. 

Finalement, l'analyse du mode de liaison entre les sucres ( 1) fait appel à 
des méthodes de méthylation, d'hydrolyse et d'acétylation des 
polysaccharides. Les dérivés méthylés et acétylés sont analysés par 
chromatographie gazeuse et par chromatographie gazeuse- spectrométrie 
de masse. 

On peut ainsi déterminer l'identité d'un polysaccharide en comparant sa 
composition en sucres et le mode de liaison de ses sucres avec ceux de 
polysaccharides bien connus. Ces méthodes, longues, coûteuses et 
difficiles, ne renseignent cependant en rien sur les structures secondaire 
et tertiaire de la molécule ( 1 ). 11 est, de plus, clair que ces méthodes ne 
sont applicables que sur des polysaccharides relativement abondants et 
isolés en quantités suffisantes. 

Une étude du rôle des polysaccharides pariétaux sur la physiologie de la 
cellule végétale nécessite, elle, l'identification, la localisation et, si 
possible, la quantification des polysaccharides ln situ à l'échelle 
cytologique. Nous allons passé en revue, dans le paragraphe suivant, les 
techniques existantes qui permettrait d'atteindre ce but. 
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1.2.3.- Identification et localisation ultrastructurale des polysaccharides 
.(_fil 

Différentes méthodes relativement classiques Ccytochlm1que au sens strict 
ou d'affinité entre macromolécules) permettent d'approcher la distribution 
intracellulaire des polysaccharides. Seuls les anticorps monoclonaux 
(AcMo) nous paraissent susceptibles, à terme, d'être utilisés comme des 
marqueurs performants des polysaccharides. 

1.2.3.1.- La cytochlmle classique des polysaccharides. 

La cytochimie classique permet de mettre en évidence trois types 
de groupements f onct 1 onne l s caractéristiques des polysaccharides: 
les fonctions hydroxyl lques, carboxyl lques et les esters par des 
méthodes basées sur l'oxydat1on au periodate, la formation 
d'hydroxamates de fer et la réaction avec des micelles colloidaux, 
respectivement. Il est également possible d'exploiter le caractère 
chargé des molécules : par exemple, les acides uraniques peuvent 
se lier à des particules métalliques collo'1dales. Ces fonctions sont 
malheureusement présentes sur un grand nombre de molécules 
différentes et ces techniques, quoi qu'elles a1ent permis de mettre 
en évidence les voies de synthèse des polysaccharides, ne sont 
pour autant pas capables de faire la différence entre des 
polysaccharides de natures différentes. 
En effet, ces méthodes permettent de localiser les 
polysaccharides et de trouver partiellement leurs modes 
d'organisation, mais ne permettent pas de distinguer des 
différences de composition, de distinguer les configurations <X. et~. 
les formes hexoses et pentoses et les différences de séquences. De 
plus, el les souffrent d'un faible pouvoir de résolut ion. 

1.2.3.2.- Les lectines(45). 

Ce sont des glycoprotéines végétales capables de reconnaître de 
manière spécifique un sucre ou une séquence caractéristique de 
sucres. 
L'emploi des lectines se heurte à deux inconvénients majeurs: 

- Les lectines se lient à des sucres soit libres, soit terminaux 
d'un polymère, mais alors sans donner de renseignements 
sur les parties internes de la molécule. 

11 n·y a pas de lectine capable de se lier au xylose ou à 
l'arabinose, très fréquents dans la paroi. 
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1.2.3.3.- Enzymes couplées à de l'or colloïdal (33). 

Cette technique a permis d'étudier certains types de liaison: 
- la ~-galactosidase a été utilisée pour la liaison ~-galactoside 

des chaînes latérales de xyloglucanes. 
- La xylanase a été utilisée pour la liaison p-1,4- xylopyranose 

présente dans la chaîne principale des xylanes. 
- La 1-4-p-o cellobiohydrolase a été utilisée pour la mise en 

évidence des microfibrilles de cellulose. 
- La chitinase a servi à mettre en évidence de la chitine. 
La spécificité de cette méthode est cependant limitée par le fait 
que l'enzyme ne reconnaît pas une séquence mais coupe une 1 iaison. 
De plus, l'enzyme doit être purifiée et couplée à l'or colloïdal avec 
une perte d'activité aussi réduite que possible. 

1.2.2.4.- Utilisation d'anticorps. 

Outre leur facilité d'utilisation, les anticorps et en particulier les 
anticorps monoclonaux constituent la meilleure approche théorique 
de l'identification et du marquage cellulaire, de par leur très forte 
spécificité. 
La production de sondes immunologiques dirigées contre des 
antigènes po lysaccharidiques n'en est encore qu'à ses débuts. 
Quelques polysérums ont été produits: Vreeland C 1972) a produi t 
un sérum polyclonal contre un alginate. Kohn et al. ( 1986) ont 
obtenu des sérums contre l'(X,-L -arabinofuranose. Moore et 
Staehelin ont localisé in situ le rhamnogalacturonane I et la 
xyloglucane chez le trèfle. 
Dans un domaine plus phytopatho logique, Forster et Mendgen ont . 
utilisé un sérum pour repérer les pect i nestérases chez 
P/Jytof)/Jtora /f)lestaf)s . Indirectement, cette technique permet 
d'approcher la localisation des pectines. 

Très peu d'anticorps monoclonaux ont été produits contre des 
polysaccharides végétaux. 11 n'y a guère que les travaux d'lrvin et 
Ceri (47) qui relatent la production d'anticorps monoclonaux contre 
des résidus d'acide L-guluronique au sein des alginates. En 1984, 
Vreeland et al. ont produit des anticorps monoclonaux contre des 
alginates et des fucanes de Fucus . De tels anticorps peuvent être 
utilisés pour l'étude de la paroi primaire au niveau du zygote de 
Fucus durant les premiers stades de différenciation de la paroi. 
La même année) Anderson et al. annoncent la production d'anticorps 
monoclonaux contre l'arabinose et le galactose présents dans la 
fraction glycosidique d'une glycoprotéine végétale. 
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En 1988, Liners et al. (53) ont produit des hybridomes qu i 
sécrètent des anticorps monoclonaux spécifiques d'une 
conformation de l'acide homopolygalacturonique. 

Il existe finalement une manière élégante d'utiliser les anticorps 
monoclonaux en chromatographie d'affinité pour la séparation 
d'oligosaccharides. Mise au point par Zopf et ses collaborateurs 
(48), elle pourrait être utilisée pour séparer efficacement des 
séquences oligosaccharidiques présentant un intérêt particulier en 
physiologie végétale. 

1.3. - But du trava11. 

Nous venons de voir que les polysaccharides sont des molécules 
très complexes dont l'ana lyse est minutieuse et pour lesquels il n'existe 
pas de marqueurs cytochimiques adéquats pour des localisations in s/tu . 
Nous nous sommes donc intéressés à un polysaccharide particulier de la 
famille des hémicelluloses, facile à isoler: une xylane de Silene a/ba . Ce 
polysaccharide est particulièrement intéressant parce qu'en tant qu· 
hém ice l lulose, il intervient probablement dans les phénomènes de 
croissance cellulaire, et parce que sa composition en oses neutres ne 
correspond à celle d'aucun polysaccharide-type décrit dans la littérature. 
Nous avons voulu produire des sondes spécifiques de cette xylane de Silène 
qu i, à terme, peuvent être utilisées comme des marqueurs cytochimiques. 
Ces sondes, des anticorps monoclonaux, à l'instar des enzymes de 
restriction capables de reconnaître une séquence nue léot idique dans l'ADN, 
peuvent se fixer sur une séquence ou sur une conformation 
o 1 igosaccharidique caractéristique. 
La démarche suivie dans ce travail est résumée schématiquement à la 
figure A La xylane a été isolée à partir du surnageant de culture en 
suspension de Silene alba . Elle a ensuite été caractérisée et in j ectée à 
des souris en vue de produire des anticorps monoclonaux. Afin de 
déterminer la nature de l'épitope reconnu par les anticorps monoclonaux 
obtenus, nous avons procédé par ana lyse enzymatique partie 11 e du 
polysaccharide. Les produits d'hydrolyse ont ensuite été isolés et testés en 
ELISA contre les anticorps monoclonaux d'une part, analysés en 
chromatographie en phase gazeuse d'autre part. Cela nous a finalement 
permis de proposer une structure générale du polysaccharide. 
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2.1.- Culture en suspension de cellules de Silene alba. 

2.1.1. -Mode de culture. 

Une souche de 5/lene alba (le compagnon blanc) nous a été très 
aimablement fournie par l'Equipe Polysaccharides Pariétaux des Végétaux 
de l'Université de Lille (Dr. Morvan). 
La cu lture des cellules eu lieu en erlenmeyer de 250 ml à col large fermé par 
une bourre d'ouate et une feuille d'aluminium. Le volume de culture était de 
100 ml. Le récipient et son contenu ont été autoclavés à 121 ·c ( l bar ) 
pendant 20 minutes avant inoculation. L'oxygénation des cultures s'est faite 
sur un agitateur horizonta I VKS 75 Edmund Bühler à 100 tours/minutes en chambre 
de culture (luminosité l 000 lux et température constante de 25°C) pendant 
15 jours. 

2. 12. - f"lode de repiquage. 

Nous avons utilisé deux méthodes pour repiquer les cellules. 
1. Repiquage par dilution 
Or, prélève un volume de milieu après 15 jours de culture et on le dilue dans 
un milieu neuf dans un rapport de 1:10. 

2. Repiquage "à la spatule" 
Il s'agit d'un repiquage où on récupère les cellules sur un verre fritté 
stérile (Duran Mainz Jenaer Glas n· 1 ). Cette techn ique permet ainsi de 
prélever la totalité du milieu de culture. Les cellules sont ensuite 
répar ties" à la spatule " entre de nouvelles fioles de culture. 

2. 1.3.- Composition du milieu de culture. 

11 s·agi t de la solution de Lam port modlf iée par Lescure ( 1966) 

Composants 

Ca(N03\ . 4H20 (UCB) 
KCl (Merck) 
MgSO 4 . 7H2O ( Fluka) 

KH2PO 
4 

(Fluka) 

KNO3 (Fluka) 

Na2HPO4 . 12H2O (Merck) 

FeSO4 . 7H2O (Fluka) 

Concentration en mg . r 1 

290,000 

65,000 
360,000 

500,000 

1960,000 

97,000 

2,875 



Na2EDT A (Merck) 

H3B03 (Fluka) 

KI (Merck) 
MnSO 4 _4H20 (Fluka) 

ZnS0
4 

(Fluka) 

Saccharose ( F 1 uka) 
Thiamine-Hel (Sigma) 
2.<=1-D (Sigma) 

3,725 

1,500 

0,750 

4,500 

1,500 

20.000,000 

1,000 

1,000 

2.2.- Purification et caractérisation des polysaccharides. 

2.2.1.- Protocole de purification. 
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Ce protocole expérimental nous a été très aimablement communiqué par l'Equipe Polysaccharides 
pariétaux des Végétaux (Dr . Morvan) de l'Université de Lille. 

- Préléver le surnageant de culture en suspension de Sile.ne alba après 1s 
jours et filtrer sur verre fritté. 

- Précipiter le surnageant avec un volume d'éthanol pur. Laisser reposer 
une nuit à 4°C. 

- Centrifuger à 1600 g pendants m1nutes. Eliminer le cul ot. 

- Evaporer l'éthanol du surnageant au moyen d'un rotavapor Büch i RE 1 1 1 à 
40°C. Réduire le volume de moitié. 

- Dialyser le milieu contre H20 déminéralisée (résistivité de l'eau: 1.s 

Mn . cm- 1 ). On utilise un sac à dialyse en cellulose avec un eut-off de 
12000 daltons ( Arthur H. Thomas CO. , Philadelphia, PA 19105, USA). 

- Chromatographie échangeuse d'ions sur le milieu concentré. 
Gel: Sephadex DEAE-Aso (Pharmacia). C'est un gel faiblement basique. La 
capacité totale est de 3,5 méq/g et la capacité accessible est de 25 g/ 100 
ml. Le gel est utilisé dans H20 déminéralisée. On utilise une colonne de 50 

x 1,5 cm (45 cm de gel) et nous travaillons à un débit de 40 ml .h- 1 

(débit naturel de la colonne de 80 ml. h- 1). L'élutlon n'a lieu que lorsque 
tous les polysaccharides non fixés ont quitté le gel. On réalise une lecture 
à 248,5 nm avec un spectrophotomètre Phil ips PU8740 UV /Vis Scanning 
Spectrophotometer en utilisant une cuvette en quartz à circulation Helma 
178010-0S d'un volume de 80 µl. L'élution se réalise au moyen de 
NaCl 0,1 M en récoltant des fractions de 5 ml. 



Photo n· 1 : Révélation typique à J'orctnol sulfurique sur couche mince . 
Dans chaque petit carré sont déposés 3 pJ de chaque fraction récoltée en sortie de 
colonne. Après séchage de la plaque de silice. on y vaporise une solution d"orcinol 
sulfurique et on révèle à 10o•c à l'étuve . le changement de couleur de la solution 
d"orcinol permet de repérer les fractions contenants des substances glycosidiques. 
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- Révélation: Un dosage des sucres totaux sur chaque fract ion nous a 
permis de loca1iser exactement les fractions contenants des sucres 
indépendament du schéma d'é lut ion. Nous utilisons pour ce faire une 
méthode très rapide : la méthode à 1'orcinol sulfurique. Une solution 
d'orcinol à 0, 1 % dans H2S04 70 % est vaporisée sur une plaque de silice en 

couche mince (TLC aluminium sheets silica gel 60 2ox20 - 0,2 mm silice 
Merck) sur laquel1e on a déposé 3 _µ1 de chaque fraction. On incube ensuite 
la plaque à 1 oo·c pendant 15 minutes. Les fractions pos itives sont 
rapidement repérées par un changement de la couleur de la solut ion 
d'orcinol (photo n· 1 ). 

- Collecte des fractions positives à l'orcino1 et dialyse contre H20 

déminéralisée pour éliminer le NaCl. 

- Réduction du volume de l'échantillon au rotavapor à 1 ou 2 ml ( 100-150 
ml en sortie de colonne). 

- Chromatographie sur tamis mo1éculaire 
Gel : Sephacryl s-200 (Pharmac1a). La limite de fractionnement de ce 
gel est de 5000 à 250 .000 daltons pour les protéines et de 1000 à soooo 

daltons pour les polysaccharides. Le gel est utilisé dans H20 

déminéralisée. Nous utilisons une co1onne de 110 x 2,2 cm (90 cm de gel) 
dont le volume mort est de 90 ml . Le débit opérationnel est de 60 
ml.h- 1 et on récolte desfractions de 1 ml.Lachromatographie est 
suivie à 248,5 nm. La révélation se fait en couche mince comme 
précédemment. 

- Lyopt1 11 isati on des fractions positives sur couche mince. 

2.2.2. - Etude chimique et enzymatique. 

2.2.2.1 .- Dosage des protéines par la métode de Fol in. 

Le dosage des protéines a été réai lsé suivant 1a méthode de Lowry (52). 
Nous avons ut i 1 isé une gamme étalon sur BSA (f lg. 10). 

2.2.2.2.- Dosage des oses neutres oar la méthode de Dubois <3 12. 

Réactifs. 
Acide sulfurique (Merck) 
Phéno 1 (Merck) 
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Mode opératoire. 
On prépare une solution de phénol à 80 %. Dans un volume de 2 ml de 
solution de sucre, on ajoute 0,05 ml de phénol à 80 % et 5 ml d'acide 
sulfurique concentré. On laisse reposer pendant 1 O minutes. Les tubes sont 
ensuite agités et placés pendant 15 minutes dans un ba in-marie à 25-30°C. 
On lit ensuite l'absorbance à 490 nm. 

Remarque: Pour le dosage des sucres neutres, nous avons utilisé une gamme étalon avec une 
solution à 1 mg / ml de chacun des sucres neutres: glucose, galactose, arabinose, fucose, 
r hamnose, xylose et mannosec-à-d des sucres susceptibles de se retrouver dans le 
polysaccharide étudié ( fig. 11 ). 

2.2.2.3.- Dosage des sucres réducteurs par la méthode à l'acide 
dini trosa l icyl igue (DNSA). 

Réactif. 
- 8 g de NaOH (Merck) 
-1 50 g de tartrate double Na+ -K+ (Merck) 
- 5 g d'acide de DNSA pour 500 ml H20 

Mode opératoire. 
A 1 ml d'échantillon, on ajoute 1 ml du réactif précédent, puis on place les 
tubes au bain-mar1e à 1 oo·c pendant 5 minutes. On ajoute ensuite 5 ml 
d'H2o désionisée, et on 1 i t l'absorbance à 540 nm. Nous avons ut i 1 isé une 

gamme étalon sur galactose (fig. 12). 

2.2.2.4.- Dosage des acides uroniques au métahydroxybiphéni le. 

Principe 

Sous l'action de l' ac ide sulfurique, les polyosides sont hydrolysés en oses 
neutres et acides uraniques. Les monomères libérés sont déshydratés en 
dérivés furfuroïques qui forment avec le metahydroxybiphénil e un 
complexe de couleur rose présentant un maximum d'absorption à 520 nm. 

Réactifs 

- Solution de métahydroxybiphényle (3-phenyl phenol 90 % Aldrich) 
Pratiquement, on prépare une solution à 0, 15 % en métahydroxybiphény le 
dans du NaOH à 0,5 % ( 1 ). 

- Solution d'acide su lfuri que concentré 97-98 %. 
- Solution d'acide homopolygalacturon1que ( pour la gamme étalon). 
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Mode opératoire 

A 1 ml de solution contenant de 5 à 100 µg d'acides uraniques, on ajoute, 
dans un ba1n de glace, 6 ml de la solut1on d'ac1de sulfurique concentré. 
Les tubes sont agités et passés dans un bain-marie à l oo·c pendant 5 
minutes. Après refroidissement dans la glace, on ajoute 100 µ1 de réactif 
au métahydroxybiphényle. On place les tubes à l'obscurité pendant 15 
minutes. On lit l'absorbance à 520 nm après avoir homogénéisé les tubes. 
Pour le dosage des acides uraniques, nous avons utilisé une gamme étalon 
d'acide pectique (Sigma) (fig. 13). 11 existe cependant une très légère 
interférence due aux oses neutres. 

2.2.2.s.- Dosage qualitatif et étude enzymatique par chromatographie en 
couche mince. 

a. Dosage qualitatif. 

Le support de chromatographie est une plaque de verre recouverte d'un gel 
de sil ice C TLC plates Silica gel 60 20x20 cm : 0,25 mm de silice , 
Mer~ck). 
Les standards utilisés sont de l'arabinose, du galactose, du fucose, du 
glucose, du rhamnose, du xylose, du mannose de l'acide galacturon ique et 
de l'acide glucuronique à une concentration de 1 mg / m 1. On dépose 5 µ 1 de 
standard à 2 cm du bord de la plaque. 
Le polysaccharide est préalablement hydrolysé avec de l'acide 
trifluroacétlque CTFA) 2 N dans un tube à hydrolyse en pyrex 
hermétiquement fermé pendant 2 heures à 12o·c. Après hydre lyse, le TFA 
est é 1 im iné au rotavapor à 40°C, suivie de 3 évaporations successives à 
l'éthanol. Le résidu sec est ensuite remis en suspension dans de l'eau (50 
à 100 µ1) et déposé sur la couche mince à raison de 30 à 40 µ1 par dépôts 
successifs de 5 µI. 
Le solvant de migration est constitué de butanol, d'acide acétique et d'eau 
dans un rapport de 2: 1: 1. A température ambiante, la chromatograph1e 
ascendante dure environ 8 heures et est ensuite séchée à 40°C. On révèle 
par vaporisation d'une solution d'orcinol sulfurique (voir 2.2.1.) suivie d'un 
séchage dans l'étuve à 1 oo· c. 

b. Etude enzymatique. 

Digestion à la pectinase et à l'hémicellulase. 

Le principe de cette étude est de vér1f1er la sens1b1lité du polysaccharide 
Isolé vis-à-vis de différentes enzymes fournies dans le commerce. Nous 



avons util isé une pectinase (Sigma) et une hémicellulase (S igma). 

1·1ode opératoire: 
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- Dans un tube en pyrex, on réalise une digest ion enzymatique durant 36 
heures. La digestion se fait de manière à avoir 0,7 unité d'enzyme par mg 
de polysaccharide. 

- Pour la pectinase, une un1té enzymat1que est déf1n1e comme la quantité 
d'enzymes qui libère une mi crom o le d'acide gal acturon i que par hydrolyse 
de l'acide polygalacturonique par minute à pH 4,0 et à 25°C. 
Pour l'hém icel lulase, on distingue une activité hémicellulase où une unité 
enzymatique libère une micromole de D-galactose de l'hémicellulose par 
heure à pH 5,5 et à 37°C, et une activité cellulase où une unité 
enzymatique libère une micromole de D-glucose de la cellulose par heure à 
pH 5,5 et à 37°C. 

- Après digestion, on élimine les protéines par ajout d'ac ide 
trifluroacéti que 13 N à raison de 1 µl de TFA par µg de proté ine, et on 
centrifuge directement à 1600 g pendant 5 minutes à 2o·c. On récupère le 
surnageant. 

- On évapore le TFA au Rotavapor sous vide à 40°C suivi de 3 évaporations 
successives à l'éthanol . 

- Les hydro lysats sont ensuite analysés par chromatographie en couche 
mince. 

Digestion à la driselase (Sigma). 

La driselase est un mélange enzymatique contenant de la laminarase, de la 
xylanase et de la cellulase de Basidiomycètes. Ce mélange enzymatique es t 
capable de faire la différence entre une xylane et une xyloglucane (voir 
1. 1.2.3.1 .-b). 
Ce test a nécess1 té 1 o mg de polysaccharide Fa . L'hydrolyse a été réal 1sé 
au moyen d'une solution enzymatique brute à 5 % pendant 16 heures. Les 
produits d'hydrolyse ont été séparés par chromatographie sur couche 
mince. Nous avons utilisé l'arabinose, le glucose, le fucose, le xy lose 
et le galactose comme standards, ainsi qu'un contrôle négatif sur driselase 
seu le et sur le polysacchar1de seul. La libération de xylose lors de la 
digestion est propre aux xy lanes. 

2.2.2.6.- Analyse chim ique du polysaccharide en chromatograph ie en phase 
gazeuse. 

L'intérêt de la chromatographie en phase gazeuse est de pouvoir quantifier 
chacun des sucres constitutifs du polysaccaride. Pour ce faire, nous 
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utilisons dans cette analyse la méthode des acétates d'alditols ( 1) où les 
monomères sont d'abord réduits et ensuite acétylés afin de les rendre 
volatils, préalables indispensables à la chromatographie en phase gazeuse. 

Principe. 

Les échantillons volatils sont injectés dans le chromatographe, vaporisés 
au niveau de la chambre d'injection et entraînés par un gaz porteur (Hélium 
dans ce cas-ci) constituant la phase mobile. L'échantillon ainsi entraîné 
passe dans une colonne contenant la phase stationnaire. Les différentes 
molécules contenues dans l'échamtillon interagissent plus ou moins 
fortement avec cette phase stationnaire, ce qui se traduit par un temps de 
ré tention plus ou mo1ns long suivant la nature de la molécule. En sortie de 
colonne, le passage d'une substance dans le détecteur à flamme se traduit 
par une différence de potentiel proportionnelle à la concentration de cette 
substance. 

Protocole expérimenta 1: 

- Hydrolyse du polysaccharide avec du TFA 2N pendant 2 heures à 120°C 
dans un tube en pyrex hermétiquement fermé. 

- Evaporation du TFA sous vide à 40°C au rotavapor, su1v1e de 3 
évaporations à l'éthanol ( jusqu'à dessication complète du résidu f inal). 

- Réduction des monomères libérés: on prépare une solution fraîche de 
NaBH4 à 1 O mg/ml dans NH40H 1 M. Au résidu sec, ajout de 250 µl de la 

solution réductrice. Les tubes sont placés ouverts dans un bain 
thermostatisé à 60°C pendant une heure. 

- Arrêt de la réduction par 3 ou 4 gouttes d'acide acétique glacial (on 
observe une effervescence due au dégagement d'hydrogène). 

- Première évaporation du milieu jusqu'à obtention d'une pâte. 

- Resuspension de cette pâte dans 250 _µl d'un mélange méthanol/acide 
acétique (9: 1) et évaporat 1on sous flux d'air. On recommence cette 
opération deux fois en veillant à ce que le résidu soit sec entre deux 
évaporations. 

- Nouvelle série de trois évaporations avec 250 _µl de méthanol. 

- Acétylat1on: cette étape se réal1se par ajout au résidu sec de 200 µl 
d'anhydride acétique et de 100 _µl de pyridine comme catalyseur. Après 20 
minutes à 120°C, les tubes sont refroidis sous eau courante. 
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- Aj out. de deux fois 400 µl de toluène, suivi chaque fois d'une évaporation 
à sec. 

- Evaporation de l'anhydride acétique et de la pyridine sous un courant 
d'air, pui s ajout de 0,5 ml de dichlorométhane et 0,5 ml d'eau. Il se forme 
deux phases Cil est parfois nécessaire de centrifuger pour bien séparer les 
deux phases). on récupère la phase organ1que 1nfér1eure au moyen d'une 
pipet te Pasteur et on évapore le dichlorométhane sous un flux d'air. On 
réalise encore deux ajouts et deux évaporations de 0,5 m 1 de 
dichlorométhane avant de resuspendre le résidu sec dans le volume 
adéquat de dich lorométhane. On injecte finalement les acétates d'a ldi to ls 
dans un chromatographe en phase gazeuse Hewlet Packard HP 5890. Les 
acétates d'alditols sont séparés sur une colonne capillaire de 15 m de long 
et de 0,25 mm de diamètre intérieur. La phase stationnaire est constituée 
de bicyanopropylphényl polysilosane sous la forme d'un film de 0,20 µm 
d'épaisseur. 

Les paramètres d'analyse sont les suivants: 
-Colonne utilisée : type SP 2330 (Supelco) 
-Température du four : 240°C 
-Température du détecteur : 300°C 
-Température de l'injecteur: 300°C 
-Press ion en tête de colonne: 150 kPa 
-Volume injecté : 1 µl 

La figure 14 montre un chromatogramme typ1que réalisé sur un mélange 
standard de sucres neutres. L'ordre de sortie est rhamnose, fucose , 
arabi nose, xylose, mannose, galactose, glucose et inos itol , ce dernier 
comme stanrl;::ird interne. 

AREA% 
RT AAEA TYPE WIDTH 

~W\~O✓.:>Q.. 1.887 187349 py .023 rc..oA>e.. 1.155 123730 YB .823 
oJel>"C)/a,(_ . 1. 445 133430 BB .827 

'X~'l... 1.768 131268 88 .830 
~ ..... "' 0 "t«.. . 2.530 123421 PB .843 

~ -
2.880 124002 88 .845 
3.852 189905 BB . 848 

.......-0'1,\toQ. 3.359 129208 88 .850 

Fig. 14 : Chromatogramme des acétates d'aldltols d"un mélange de quantités 
équivalentes d"oses neutres. l'ordre de sortie des oses neutres est le suivant 
rhamnose, rucose, arablnose. xylose. mannose, galactose, glucose et lnositol. 
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2.3. Production d'anticorps monoclonaux. 

2.3.1.- Immunisation des souris. 
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Deux lots de cinq souris syngéniques de type BALB/c ont été immunisés, 
l'un avec le polysaccharide Fa, l'autre avec le polysaccharide Fb de 51/ent 
alba . Le polysaccharide, utilisé à une concentration de 265 mg/ ml, a été 
ajusté à un pH de 7,4. La stabilisation du pH n·a eu lieu qu'après plusieurs 
heures. 

- Injection primaire : un volume de solution de polysacchar ide émuls1onné 
dans un volume d'adjuvant complet de Freund (Gibco), a été injecté, en 
intrapéritonéale, à raison de 0,5 ml d'émulsion par souris. 
- Injection de rappel ( 14 semaines plus tard) : même protocole en 
remplaçant l'adjuvant complet par de l'adjuvant incomplet de Freund. 
- La réussite de l'immunisation a été vérifiée par dot-blet sur 
nitrocellulose. 

2.3.2.- Dot blot sur nitrocellulose. 

Principe. 
On adsorbe l'antigène sur la feuille de nitrocellulose. Après blocage des 
sites non-spécifiques, la feuille est incubée en présence du polysérum à 
tester. Une incubation ultérieure avec un Ac couplé à la peroxydase permet 
par l'oxydation d'un substrat non coloré en un complexe co loré, de mettre 
en évidence la présence d'anticorps, et donc de l'antigène, sur le support. 

Protocole. 

- Dépôt de sµl de l'Ag sur la feuille de nitrocellulose ŒioRad). On dépose 1 

µl à la fois en attendant que le dépôt précédent soit bien sec. 

- Saturati on dans un tampon TRIS 20 mM, NaCl 150 mM, CaC1 2 o,5 mM (pH 7,4 ) 

(tampon TRIS-Na-Ca) + 10% de sérum de cheval (Gibco). Incubati on pendant 
une nuit à 4• C ou pendant 2 heures à 37• C. 

- 1 ncubation de la membrane pendant une heure à température ambiante 
avec le polysérum dilué 20 fois dans le tampon TRIS-Na-Ca+ 1% de sérum 
de cheval. 

- Lavage de la membrane 3 fois pendant 10 m lnutes avec le tampon 
TRIS-Na-Ca + o, 1 % de tween-20. 
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Fig. 15 : Schéma retraçant les grandes étapes su,v,es lors de la production 
d'anticorps monclonaux. Après immunisation des souris, les spénocytes de la souris 
sont Isolés et fusionnés avec un myélome (hybrldlzatton). les hydrldomes résultants 
de celle opération sont mis en culture en mlcropuils (propagation). Les surnageanls 
de culture sont ensuite testés contre !"antigène avec lequel les souris ont été 
immunisées (screening). les hydridomes sont clonés par dilutions limites el remis en 
culture. Ils seront encore lestés par la suite pour vérifier s'ils sont encore 
producteur d'Ac spécifiques de l"Ag. 
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- Incubation de la membrane pendant une heure à température ambiante en 
présence de RAM-peroxydase ( rabbit anti-mouse couplé à la peroxydase) 
( Arnersr,am) di 1 uèe 500 fois dans 1 e tampon TRIS-Na-Ca + 1 % de sérum de 
cheval. 

- Lavage de la membrane comme cl-dessus. 

- Révélation avec tampon TRIS-HCl 50 mM (pH 7.5) + o.o5 'Po de 
diaminobenzid ine (Sigma)+ o,o3 'Po d'H202. 

- Arrêt la réaction par HCl 0,1 N. 

2.3.3. Fusion et obtention des hybridomes. 

2.3.3.1.- Principe et technique de fusion . 

Principe. 
La production d'anticorps monoclonaux est basée sur la fusion 
ce llula1re entre des splénocytes et une lignée de myélomes. Les 
produits de fusion, les hybridomes, a 11 ient immorta I i té et 
production d'immunoglobulines. La sélect ion des hybridomes se 
base sur une complémentation enzymatique en milieu HAT 
(hypoxanthine, aminoptérine et thymidine) entre splénocyte et 
cellu le myé lomateuse. 

Technique de fusion. 
La fusion est réalisée suivant la méthode mise au point par Kohler 
et Mi lstein en 1975 (57) avec quelques légères modifications. Le 
protocole de fusion est rapidement résumé au schéma 
de la figure 15. 

2.3.3.2.- Animal et myélome utilisés 

Aïdrna); Souris syngénique de type BALB/ c 

Myélome: Lignée Sp2/O-Ag 14 non productrice 
d'immunoglobuline, dérivée d'un myélome X63-Ag8X BALB/c. 

2.3.3.3.- Les milieux de culture: 

- RPMI minimal (fig. 16) 
RPMI 1640 (Gibco) + (par litre de milieu) 

4,77 çi Hepes (Siçima) 
' ' 
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0,85 g NaHC03 (Merck) 

1 O ml de glutamine 200mM (Gibco) 
1 O m 1 de pyruvate de Na (Gibco) 
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1 O ml de mélange de pénici 11 ine, streptomycine (Gibco) 
pH 7,4 et filtré sur Sartorius avec membrane à 0,2 µm 

- RPMI total 
RPMI minimal + 1 O % de HS (Horse serum, Gibco) et 5 % de FCS 
(Fetal calf serum, Gibco) décomplémenté par ct1auffage pendant 
30 minutes à 50°C. Le pH est de 7,4 et le milieu est filtré comme 
précédement. 

- milieu HAT 
RPMI total + 2 % de HAT concentré 50 fois (Gibco) 

- milieu HT 
RPMI total + 2 % de HT concentré 50 fois (Gibco) 

2.3.4- Criblage des hydridomes. 

2.3.4.1 .- Principe. 

Cette étape permet de détecter dans les produits de fusion les clones 
producteurs d' anticorps spécifique de l'antigène utilisé, ici en l'occurence 
le polysaccharide injecté aux souris. 
Ce "screening" est réalisé par la technique Elisa (38). 

2.3.4.2. - Technique ELISA. 

La technique ELISA ou Enzyme Linked lmmunoSorbent Assay a été décrite 
pour la première fois par Engvall et Perlmann en 1971 . En 1976, Clark et 
Adams utilisèrent le test immuno-enzymatique en. phase solide pour 
détecter des virus chez les végétaux. 
11 existe différentes manières de réaliser un test ELISA, dont la méthode 
directe et la méthode indirecte(37). 

- Méthode directe (fig. 17 ). 
On fixe l'antigène (Ag) sur un support et on le détecte avec un 
anticorps (Ac) spécifique couplé à une enzyme. Le 
désavantage de cette méthode est qu'elle nécessite 
un nouveau comp I exe Ac-enzyme pour chaque nouvel Ag testé. 



Anlrn• ?s couplée à une enzyme (El 

r + >;;< -rd 

Fig . 17 : Elisa direct : L ·antigène est immobilisé sur le support solide el sera ensuite 
r econnu par un anticorps spécifique couplé à une enzyme. Le désavantage de celle 
méthode est quïl raul un nouveau complexe anticorps- enzyme pour chaque antigène 
l esté. 
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Fig. 18 : Elisa Indirect : L"anllg~ne est fixé sur le support solide el est reconnu par 
un anticorps primaire spécifique de cet antigène. Ce dernier sera, à son tour. 
r econnu par un anticorps secondaire anll-immunoglobullne couplé à une enzyme . Ce 
dernier complexe peul ainsi être utilisé pour des antigènes différents (3 7-) . 
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- Méthode indirecte (f ig. 18 ). 
On fixe l 'Ag sur un support et celui-ci est reconnu par des Ac 
spécifi ques qui eux-mêmes seront reconnus par des Ac dits 
secondaires anti-immunoglobulines, couplés à une enzyme. 
L'avantage de cette méthode est de pouvoir utiliser le 
même Ac secondaire pour toute une série d'Ag différents. L'Ac 
secondaire doit être produit dans une espèce 
animale différente de celle produisant l'Ac primai re. 11 est 
cependant possible de contourner ce problème en utilisant les 
fragments F(ab')2 qu'on fixe sur la phase solide pour 

immobil iser l'Ag (36,37,38) (test sandwich). 

Que ce soit l'Ag ou l'Ac qui est fixé sur un support solide, on parlera 
toujours de test ELISA en phase hétérogène (37) . La phase sol ide peut être du 
polystyrène, de la nitrocellulose, du papier, du verre, de l'agarose, de la 
ce llulose ou du Sephacryl. Dans la pratique, on utilise le plus souvent les 
matières plastiques (type polystyrène ou PVC) et le dot-blot sur 
nitrocellulose, bien que ce dernier ne donne que des informations 
qua l I tat ives (37) . 

Le dosage de l'Ag est basé sur la transformation d'un substrat peu ou pas 
coloré en produit très coloré. Les enzymes utilisées sont essentiellement 
la peroxydase, la ~-galactosidase, la phosphatase alcaline, la malate 
déshydrogénase, la glucose-6-P- déshydrogénase, l'uréase et la 
ri bonuc 1 éase (37) . 

Les avantages de la technique ELISA sont: (35) 

- Sensibilité très élevée ( échelle du ng/ml vo ire fg/ml C37)) . 

- Rapidité. 
- Possibilité de traiter des centaines d'échantillons. 
- Spécificité. 
- Simp licité du matériel utilisé. 
- Economie de réactifs. 
- Automatisation possible. 

On peut améliorer la sensibilité du test en utilisant la fluorescence ou 
la chém iluminescence. Par exemple) l'hydrolyse du 
4-méthylumbe 11 if eryl-D-ga lactopyranoslde par la ~-ga lactosidase donne 
le 4-méthylumbelliferyl permettant de détecter 5 .10- 15 mg d'lgG/mlJ soit 
25000 molécules d'lgG. L'inconvénient majeur de ces techniques est qu'elles 
nécessitent un appareillage sophistiqué, qui n'est rentable que si de 
nombreuses analyses doivent être effectuées (37). 



2.3.4.3.-Protoco1e expérimental. 

-Fixation de 1 · Ag sur 1 e support. 
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1. On util ise une plaque de microtitration en polystyrène à haute capacité 
d'adsorption (Microwell Modu1e F-8 lmmunoquality 160 PCS, Nunc). 
2.Dépôt de poly-L -lysine à 0,05 mg /ml à raison de 100 µl/puits. On incube 
une heure à température ambiante. 
3.Dépôt de l'Ag à une concentration de 200 µg/ml à raison de 50 µ1/puits + 
25 µl/puits d'une solution de CaC12 1 mM et NaCl 150 mM. 

-Saturation. 
La saturation se réalise au moyen d'une solution de gé1atine à 200 µg/m 1 
dans un tampon TRIS 20 mM, NaCl 150 mM, CaC12 0,5 mM (pH 7,4) (tampon 
TRIS-Na-Ca). On dépose 200 µl / puits et la saturation dure deux heures à 
37°C 

-Dépôt de l'Ac primaire. 
Dépôt du surnageant pur ou dllué dans le tampon TRIS-Na-Ca à raison de 50 
µ! / puits. Incubation de 1 heure à 37°C. 

-Lavages. 
Réalisés avec le tampon TRIS-Na-Ca+ 0, 1 % de Tween-20. 

-Dépôt de l'Ac secondaire. 
Dépôt de RAM-peroxydase diluée 500 fois dans 1e tampon TRIS-Na-Ca à 
raison de 50 µl/puits. Incubation de 1 heure à 37°C. 

-Lavages. 
voir ci-dessus. 

-Révélation. 
La révélation se fait avec une solution d'ABTS-H202-tampon citrate 
à raison de 50 µl/puits. Incubation de 15 minutes à 37°C. 
Le tampon citrate se compose de 20,5 g/l de Na2HP04. 2H20 (Merck ), 
8,9 g/1 d'ac ide citrique (UCB) à pH 5,6. La so1ution de révélation contient 
4 mg d'ABTS + 20 µl d'H202 / 6 ml de tampon citrate. 

-Lecture. 
Lecteur ELISA Ti tertek ( absorbance à 405 nm ). 

Rem. : ce prntoco1e expérimental a été 1égèrement modlflé en cours de 
trava l 1 pour optimiser les réponses de l'anticorps monoclonal 
produ it. 



28 

2.3.5.- Détermination de l'isotypie. 

2. 3.5.1 .- Principe. 

Il s'agit d'une application de la technique ELISA de type "sandwich". 
L'antlcorps dont on veut déterminer lïsotyple est considéré dans ce test 
comme un antigène. Un antlcorps antl-souris est immobilisé sur la phase 
solide pour fixer les immunoglobulines du surnageant de culture. Ce ll es-c i 
sont alors reconnues par un deuxième anticorps spécifique de la partie 
constante µ, y1, y2a, y2b de l'immunoglobullne et coupl é à la bioti ne. La 

révé lat lon du test est basée sur la très grande aff lnl té de la streptavi dine 
(couplée à la peroxydase) pour la biotine. 

2.3.5.2.- Protocole expérimental 

- Déposer so µl / puits ( PVC souple) de RAM (rabbit anti-mouse) (1 0 µg /m l 
en PBS ). Incubation pendant une nult à 4°C. 
- Saturer avec une solution d'ovalbumine à 2 % dans PBS. Incuber 1 h à 
37°C. 
- Déposer 50 µl / puits de surnageant pur. Incuber 1 h à 37°C. 

- Laver en PBS + 0, 1 % Tween 20. 
- Déposer l'antlcorps secondalre Ac antl- lgG 1 

Ac antl-lgG2a 

Ac antl- lgG2b 

Ac anti- lgM complexé avec de la 
biotlne (diluer 1000 fols dans PBS et incuber 1 h à 37°C). 

- Laver en PBS + O, 1 % de Tween 20 
- Déposer 50 µ l /puits du complexe streptavidine-blot ine-peroxydase dilué 

1500 fois dans PBS. Incuber 30 minutes à 37°C. 
- Laver en PBS + 0, 1 % Tween 20. 
- Révélat1on avec ABTS-H2o2-tampon citrate et incuber 15 minutes à 

37°C. 

Le tampon PBS se compose de -1 1,44 g . l 
-1 0,20 g .l 
-1 0,20 g .l 
-1 8,00 g .l 

Na2HPO 4 . 2H20 

KH2P04 
KCl 

NaCl 
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F'ig . 19 : Schém~ montr~nt l~s produ'its 4"hydrolys~ d"lgM p~..- 1~ trypsin~ à 37°C ~t ~n 
prés~nc~ 4~ m~..-c~ptoéth~nol (5) . 
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2.3.6.- Production de l'asci te. 

L'obtention d'anticorps monoclonaux à partir des hybridomes peut se faire 
soit il7 vitro soit il7 vivo. 
Cette seconde alternative consiste à injecter 2 . 106 hybridomes dans la 
cavité péritonéale d'une souris BALB/c sensibilisée 1 O jours auparavant 
par une inJecti on intrapéritonéale de pristane (Aldrich). L'asc i te est 
récupéré 2 à 3 jours après l'injection. La multiplication de l'hybridome 
dans la souris est peu coûteuse et optimale car la souris apporte tous les 
facteurs de croissance permettant d'obtenir de fortes concentrations en 
anticorps. 
Le désavantage de cette technique est la présence d'impuretés dans le 
produit récolté. Le procédé classique utilisé pour la purification de 
l'ascite est la chromatographie d'affinité sur protéine A ou sur protéine G 
pour les I gG. 
Pour les I gM, on ut i I ise plu tôt la précipitation au suif ate d'ammonium à 40 
% (w:v). Après centrifugation à 4000 rpm, le culot est remis en suspension 
dans du PBS et dialysé contre du PBS à 4°C. L'ascite est retesté en ELISA 

2.3.7.- Hydrolyse des lgM à la trypsine. 

Protocole expérimental pour l'hydrolyse. 

-Les lgM monoclonales (ascites) à une concentration de 1 mg/ml 
dans un tampon TRIS SOmM, NaCl 1 SOmM, CaCl2 20 mM pH 8,0 sont 

digérées à la trypsine (Sigma) (10 _µg/ml) pendant 5 
heures à 37°C. 
-On ajoute ensuite du mercaptoéthanol à une concentration finale 
de 0,01 M pour réduire les ponts di sui fures, et on poursuit 
l'incubation pendant 5 minutes à 37°C. 
-On ajoute de l'inhibiteur de trypsine de soja (Sigma) à 
une concentration finale de 0, 1 mg/ml, et on poursuit 
l'incubation pendant 5 minutes à 37°C. 
-On ajoute de l'iodoacétamide (Sigma) à une concentration finale 
de 0,06 Met la réaction se termine par une incubation pendant 
1 o minutes à température ambiante. 

Cette hydrolyse libère des fragments protéiques (fig. 19) d' un 
poids moléculaire moyen de 200.000 daltons (5). 
Cet hydrolysat est chromatographié sur tamis moléculaire 
Séphacryl S-200. On ut1l1se une colonne de 50 x 1 ., 5 cm (avec 45 
cm de gel ,V

0
= 25 ml). Le gel est équilibré dans le tampon 

utilisé lors de l'hydrolyse. Nous travaillons avec un débit de 
15 ml .h- 1 . La chromatographie est suivie par lecture de 
l'absorbance à 280 nm. Les fractions récoltées à la sort ie de la 
colonne sont testées en ELISA 
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2.4. - Contr1butlon à J'ldentlf1catlon de J'épHope reconnu par 
J'AcMo. 

Après la production d'AcMo, après caractérisation de leurs condit ions de 
réponse en ELISA, nous avons, par hydrolyse enzymatique, tenté d'isoler le 
plus petit fragment oligosaccharidique contenant l'épitope reconnu par 
l'AcMo. 

2.4. 1.- Digestion enzymatique. 

Nous avons uti lisé une pect inase et une hémicel lulase commerciales pour 
réaliser une digestion partielle du polysaccharide Fa. Les hydrolyses ont 
duré respectivement 24, 56 et 120 heures pour l'hém ice llulase; 56 heures 
pour la pect inase. Chaque hydrolyse a nécessité 30 mg de polysaccharides 
et 0,7 unité enzymatique par mg de polysaccharide. 
Après l'hydrolyse, nous aurions pu éliminer l'enzyme au moyen de TFA 13 N 
à raison de 1 µ l de TF A par µg de po lysacchar1de, ma is nous avons préféré 
la conserver car elle sort au volume mort du gel util1sé pour le 
fractionnement des produits d'hydrolyse. 

2.4.2,- Etude des orodui ts d'hydrolyse, 

a-. Fractionnement sur tamis moléculaire. 

L'hydrolysat ( 1 ml) est passé sur gel de type Bio-Gel P6 ŒioRad). 
Il s'agit d'un ge l de polyacrylamide qui fracti onne les protéines de 
po1ds moléculaire compris entre 1 ooo et 6000 daltons (le ge l 
Séphacryl S-200 utilisé pour isoler le polysaccharide Fa 
fractionne entre 5000 et 250.000 daltons) . 
Nous utilisons une colonne de 50 xl ,5 cm (48 cm de gel). Le débit 
naturel de la col onne est de 80 ml . h-l et le débit opérationnel 
est de 15 ml . h- 1. On lit l'absorbance à 248,5 nm et on récolte des 
fractions de 3,3 ml qui sont révélées à l'orcinol sulfurique (voir 
2.2.1 ). Les fract ions positives à l'orcinol sont rassemb lées et 
concentrées. 

b-. Test Eli SA sur les produits d'hydrolyse, 

Les fractions récoltées lors du fractionnement sont testées en ELISA 
vis-à-v is de l'AcMo suivant le protocole expérimental final décrit dans la 
partie "résultats et discussions". 

c-. Analyse des fractions positives en ELISA 

-On réa l ise d'abord une étude qualitative par chromatographie sur 
couche mince après hydrolyse des fractions au TFA 2 N suivant la 
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méthode décrite au point 2.2.2.5. 

-On réalise ensuite une analyse quantitative en chromatograph ie 
en phase gazeuse (voir la méthode des acétates d'alditols au 
point 2.2.2.6.). 

d- . Détermination de la taille de l'épitope. 

Nous avons réalisé un étalonnage du gel en utilisant du dextran, du maltose 
d'un degré de polymérisation (Dp) de 7 et du glucose. Le fractionnement a 
été réalisé suivant la méthode décrite précédemment. 

Ceci nous a permis d'établir une droite d'étalonnage, de trouver le DP 
approximatif des fragments reconnus par l'AcMo. 
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3.1.-Purification des polysacchar1des. 

Purif1cat1on sur Séphadex DEAE-ASO. 
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Avant de discuter· les résultats de la pur1fîcat1on rappelons Cf1g. 20) le 
protocole suivi. 

Le surnageant récupéré après précipitation à l'alcool a été débarrassé de 
l'éthanol par évaporation. Nous avons réalisé un balayage en longueur 
1j·onde de cette fraction afin de déterminer · sa longueur d'onde optimale 
d'absorption pour en suivre 1'élut1on. Le spectre d'absorption UV-visible 
Ui g. 2 1) montrait un maximum d'absorption à 270 nm (pic 7, fig. 2 1) et 
248 nm (pic 6, fig. 21 ). Nous avons suivi l'élution à 248 nm pour éviter de 
l' éche lle d'enregistrement du spectrophotomètre. 
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Fi g. 22 : Schéma d"élutlon sur Séphadex · DEAE-A50. Ce chromatogramme présente 
deux pics d"élulion. Le premier pic correspond vraisemblablement à l"élution d"une 
fraction peu chargée quittant le gel quand la molarllé en NaCI n·est pas encore égale à 
0, 1 M. Conformément au protocole reçu. les deux fractions ont été rassemblées. 
dialysées et concentrées avant d"êlre appliquées sur une colonne de perméation de gel 
Séphacryl S-200 . 

Le schéma d'élution sur Séphadex DEAE-ASO à 0, l t"l en NaCl (fig. 22) 
présenta it 1jeux pics d'é lut ion insuffisamment résolus. La mo lari té en Na Cl 
n·atteiar,ant pas immédiatement la valeur de 0, 1 Men sortie de colonne, le 
premier pic d'élution correspondait probablement à un polysaccharide 
rno in:, c.r,argé, détaché du gel par une force ionique plus faible. 
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Pour séparer les deux polysaccharides, nous avons dû faire appel à une 
chromatographie sur tamis moléculaire, conformément au protocole 
communiqué par le laboratoire Lillois. La première chromatograph ie 
d'échange d'i ons aura i t peut-être suffi à séparer ces polymères si on ava it 
util isé un gradient de NaCl au lieu d'une élution à molar i t é fi xe. La 
première immunisation des souris ayant été faite avec les polymères Fa et 
Fb iso lés à Li lle su ivant ce protocole, nous avons été obligés de nous y 
conf armer. 

Chromatographie sur tamis moléculaire sur Séphacryl S-2OO. 

Le schéma d'éluti on donne deux pics (fig. 23). 
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Fig . 23 : Schéma d"élution sur Séphacryl S-200 de la fraction totale récupérée à la 
sortie de la colonne échangeuse d"lons lors de l"élutlon à 0, 1 M NaCI. Cette 
chromatographie permet de séparer deux pics: la fraction s"éluant à Vo sera appelée 
la fraction Fa; !"autre Fb. Ces deux fractions seront utilisées pour immuniser des 
souris en vue de produire des anticorps monoclonaux. 

Un tes t à l'orcinol sulfurique permet de montrer qu'il s' agi t bien de deux 
fractions polysaccharidiques. Le premier polysaccr,aride, que nous 
aopelerons Fa, qu itte le gel à V

0 
; le deuxième, Fb, quitte le gel à un 

vo lume d'éluti on de 250 ml. Ce deuxième pic n'est probablement pas 
h0m ogéri 1? (asymé tr ie du pic). 
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Rendement. 

Un litre de surnageant de culture en suspension de 5/lene alba permet de 
récupérer 8,5 mg de polysaccharide Fa et 107 mg de polysaccharide Fb pour 
187 mg de polysaccharides totaux obtenus en sortie de la chromatographie 
échangeuse d'ions c-à-d 4,5 et 95,5 % respectivement. 

Considération générale sur l'isolement des oolysaccr1arides. 

A l'une ou l'autre exception près et contrairement aux protéines, il n'existe 
pas de critères absolus de pureté pour les polysaccharides. En effet, les 
polysaccharides subissent des remaniements, des dépolymérisations, des 
concat.énat ions ainsi que des liaisons covalentes. Chaque fraction 
glycosid ique isolée contient donc probablement des polysaccharides dont 
la masse moléculaire et la composition globale sont identiques, mais 
pouvant comporter de légères différences de polymère à polymère. Cette 
caractéristique est liée à une synthèse particulière des polysaccharides : 
i l y a une synthèse précise et une synthèse imprécise (56). La première 
fait intervenir des enzymes qui sont spécifiques des résidus glycosy lés à 
greffer, du mode de liaison entre résidus et capables de donner une 
certaine régularité à la structure primaire du polysaccharide. Ce type de 
synthèse permet de classer un polysaccharide dans une famille donnée de 
polymères pariétaux. La deuxième, quant à el le, utilise des enzymes qui 
son t incapables de conférer une régularité à la structure primaire du 
polymère. Ce dernier aspect de la synthèse des polysaccharides montre 
qu'il est impossible d'affirmer qu'un polysaccharide est pur (56). 
Durant ce travail, nous parlerons toujours de polysaccharide Fa ou Fb, 
sachant bien que leur pureté est à nuancer avec les données précédentes. 



Photo n· 2 : Dol- blol sur nitrocellulose testant les polysérums pour la production 
d'anlicorps anli - polysaccharide Fa et anti-polysaccharide Fb. 

- 1 : Sérum anti-Fa contre la protéine de saturation 
- 2 : Sérum anli-Fb contre la protéine de saturation 
ACN : Sérum naïf contre Fa + c,2+ 
AC : Sérum anli-Fa contre Fa + ca2+ 
AN : Sérum naif contre Fa 
A : Sérum anti-Fa contre Fa 
BCN : Sérum naïf contre Fb + ca2+ 
BC : Sérum anti-Fb contre Fb + ca2+ 
BN : Sérum naif contre Fb 
B : Sérum anti-Fb contre Fb 

On observe une réponse du polysérum anti-Fa en présence el en absence de ca2+. la 
réponse étant cependant plus forte en présence de Ca2+. Le polysérum anti-Fb ne 
donne pas de réponse . 
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3,2.- Analyse des polysérums des souris. 

Les polysaccharides Fa et Fb ont été injectés non couplés à des souris pour 
la production des anticorps monoclonaux. Avant d;aller plus loin dans 
l' analyse des polysaccharides, il était indispensable de tester la présence 
d'anticorps anti-polysaccharide Fa ou Fb. Il n'était en effet pas certain, a 
prior i, que les polysaccharides injectés soient immunogènes et qu'il ne 
faille pas réimmuniser après couplage du polysaccharide avec une protéine 
lui conf érant une plus grande immunogénicité. 
Cette analyse a été réalisée en dot-blot sur nitrocel lulose et ne permet 
d'avoir que des résultats qualitatifs. Nous disposions des polysérums 
des sour is immunisées par injection du polysaccriaride Fa d'une part, du 
polysaccharide Fb d'autre part. 
Les contrôles utilisés en dot-blot étaient: 

- un contrôle négatif pour vérifier l'absence de fi xation 
non spéc i fique du second Ac en utilisant un sérum de souris 
naïve. 

- un contrôle négatif avec le sérum des souris immunisées mais 
sans Ag pour vérifier l'absence de fixation non spécifique de 
l'Ac primaire. 

Les tests ont également été réalisés en absence et en présence de calcium. 
Les résultats de ce dot-blot sont visibles au niveau de la photo n° 2 . Les 
différentes abbréviations utilisées sont expl icitées ci-dessous: 

B= Sérum ant i-Fb contre Fb 
BN= Sérum naïf contre Fb 
BC= Sérum ant i-Fb contre Fb + Ca2+ 
BCN= Sérum naïf contre Fb + Ca2+ 
A= Sérum anti-Fa contre Fa 
AN= Sérum naïf contre Fa 
AC= Sérum anti-Fa contre Fa+ Ca2+ 
ACN= Sérum naïf contre Fa + Ca2+ 
-1 = Sérum anti-Fa contre la protéine de saturat ion 
-2= Sérum anti-Fb contre la protéine de saturation 

Nous pouvons observer' une réponse du polysérum anti-Fa en présence et en 
absence de Ca2+. La réponse est cependant plus importante en présence de 
Ca2+. Le polysaccharide Fb ne génère pas de réponse, ni en présence, ni en 
absence de Ca2+. Le polysaccharide Fb n'est donc pas immunogène pour les 
sour is. 11 n·y a pas eu de fixation non spécifique ni du premier, ni du second 
ariti corps , et pas de réponse croisée avec la protéine de satur'ation Seul le 
po lysacchar1de Fa a été traité plus en détail et les souris immunisées 
contre ce polysaccharide ont été utilisées pour la fusion. 
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Photo n· 3: Chromatographie sur couche mince analysant la composition en oses 
neulres et en acides uroniques du polysaccharide Fa. 

1. : mannose 
2 . : acide galacturonique 
3 . : xylose 
4. : mélange des standards 
S. : échantillon du polysaccharide Fa hydrolysé au TFA pendant 2 H à 12o·c 
6. : glucose 
7 . : arabinose 
8 . : rhamnose 
9 . : galactose 

Le polysaccharide Fa contient manifestement du xylose. du galactose. des traces de 
mannose . Il subsiste cependant encore un spot à une hauteur qui peut correspondre 
soit au glucose et/ou à rarabinose. 
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3.3.- Analyse sommaire de la composition gJycosidigue du 
po Jysaccharide Fa. 

Pour mieux caractériser le polysaccharide contre lequel nous allons 
produire des AcMo, nous avons successivement dosé les sucres neutres, les 
aci des uroniques et les sucres réducteurs par méthode colorimétrique. Une 
chromatographie en couche mince a permis de déterminer qualitativement 
les oses présents. Finalement, la quantité de chacun des oses neutres a été 
déterminée par chromatographie gazeuse. 

3.3.1. - Dosage des sucres neutres par la méthode de Dubois. 

Le dosage des suer-es neutres sur le polysaccharide Fa à 1,5 mg / rnl dilué 
20 fois a donné une absorbance de 1,04 unités , soit une concentra tion 
totale en oses neutres de 1,37 mg/ml. Ceci équivaut à 91 ,6 % d'oses 
neutres par rapport aux sucres totaux. 

3.3.2. - Dosage des acides uraniques par la méthode au 
métahydroxybi phényle. 

Une solution de polysaccharide Fa à une concentrati on de 3,022 mg/ml a 
donné une absorbance de 1, 18 unités , ce qui correspond à une 
concentration totale de 96 µg/ml soit 3,2 % d'acides uroniques. 

3.3.3. - Dosage des sucres réducteurs par la méthode au DNSA 

Une solution de polysaccharide Fa à une concentration de 6 mg/ml 
con tenait 224 µg de sucres réducteurs /ml soit 3,7 % des sucres totaux. 

3.3.4.- Chromatographie sur couche mince. 

-Hydrol yse au TFA 

Ce même polysaccharide Fa, hydrolysé au TFA, contenait une quantité 
importante de xylose et de galactose (photo 3). Il subsistait une tache de 
migration correspondant au glucose et/ou à l'arabinose. La couche mince 
n·a pas permis de mettre en évidence ni d'acide galacturonique, ni d'acide 
glucuronique soit parce que l'hydrolyse n'a pas été assez longue (le 
groupement carboxylique protège la liaison glycosidique du clivage par le 
TFA\ soit parce que ces sucres sont présents en trop fa ible quantité. 



0 . . . 
' . 

0 
Qo 

3 

0 

Oo 
0 0 

0 
c:::, 

Photo n· 4 : Chromatographie sur couche mince montrant la sensibilité du 
polysaccharide Fa à différentes enzymes commerciales. 

1. Fa hydrolysé à l"hémicellulase pendant 36 H 
2 . Fa hydrolysé au TFA pendant 2 H à 120 ·c 
3 . Fa hydrolysé à la pectinase pendant 36 H 
4 . arabinose 
5. acide galacluronique 
6. glucose 
7 . rhamnose 
8. galactose 
9 . acide glucuronique 
10 . : xylose 
11. : fucose 

Une digestion à l"hémlcellulase libère des rragments ollgosaccharidlques de degré de 
polymérisati on variable (tache allongée). Le digestion à la peclinase pose problème 
car raclion de celle-ci devrait se manifester par la libération d"une grande quantité 
d"acide galacturonique or celui-ci n·esl présent qu'à !"étal de traces, mais d"autres 
sucres sont li bérés tels le xylose, l"arabinose el le galactose. Apparemment. le 
polysaccharide Fa est très peu sensible à la pectinase el il faut admettre soit que la 
solution de peclinase contient des sucres contaminants. soit qu"elle contient une ou 
pl usieurs autres activités enzymatiques expliquant la libération d"oses autres que 
r acide galacturonique. 
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Photo n· 4bis : Chromatographie sur couche mince montrant que la solution de 
peclinase commerciale utilisée ne contient pas de monomères contaminants mais bien 
des oligomères contaminants de faible degré de polymérisation. 

1 : rhamnose 
2 : fructose 
3 : arabinose 
4 : xy lose 
5 : mannose 
6 : gal actose 
7 : glucose 
8 : acide glucuronique 
9 : acide galacluronlque 
10 et 11 : dépôt de 5 el 10 pl de la solution de peclinase 



Photo n• 5 : Chromatographie sur couche mince du polysaccharide Fa hydrolysé à la 
driselase . 

1 . : galactose 
2 . : xylose 
3 . : arabinose 
4. : glucose 
5 . : Fa non hydrolysé 
6 . : produits d·hydrolyse à la driselase (16 H de digestion) non traités au 

TFA (hydrolyse réalisée dans reau) 
7 . : produits d"hydrolyse à la driselase (16 H de digestion) traités au TFA 

pour éliminer renzyme (hydrolyse réalisée dans reau) 
8 . : produits d"hydrolyse à la drlselase (16 H de digestion) non traités au 

TFA (hydrolyse réalisée dans un mélande eau-acide acétique- pyridine 
dans un rapport 23: 1 : 1) 

9. produits d"hydrolyse à la driselase (16 H de digestion) traités au 
TFA pour éliminer renzyme (hydrolyse réalisée dans le même mélange 
que 8) 

10. : driselase seule 
La driselase est un mélange enzymatique permettant de faire la distinction entre 
xylane et xyloglucar,e. Seules les xylanes digérées à la drlselase libère du xylose. Le 
polysaccharide Fa libérant une faible quantité de xylose. nous pouvons lïdentifier à 
une hémicellulose de type xylane. Ce mélange enzymatique libèrant non seulement des 
monomères. mais également des oligomères. il nous est impossible dïdentifier la 
nature des autres substances migrant en couche mince faute d·avoir ces oligomères 
comme témoins. On note également que les oligomères de faible masse moléculaire 
révélés quand Il n·y a pas de traitement au TFA. disparaissent une fols traités au 
TFA et repris dans !"éthanol. 
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-Hydrolyse par la pectinase et l'hémicellulase. 

Une chromatographie sur couche mince des produits d'hydrolyse à la 
pectinase (photo 4) a révélé la libération de xylose, d'arabinose et de 
galactose, alors que l'action de la pectinase sur une pectine aurait dû se 
manifester par une libération importante d'acide galacturonique. La 
présence de ces trois oses neutres est probablement due à l'action du TFA 
13 N utilisé pour éliminer l'enzyme. Cette préparation enzymatique n'est 
pas adéquate pour une étude enzymatique stricte : une chromatographie sur 
couche mince de la solution de pectinase a montré que celle-ci cont ient 
des fragments glycosidiques de faible degré de polymérisation (Photo n° 
4bis). De plus, une électrophorèse de cette pectinase a révélé plusieurs 
bandes protéiques (P. Baes , communication personnelle). Cette digestion 
enzymatique montre néanmoins que le polysaccharide Fa est très peu 
sensible à l'action de la pectinase. 
Les résultats de l'hydrolyse à l'hémicellulase sont visibles sur la photo 4 
On a pu ainsi révéler, sous la forme d'une tache allongée ne correspondant 
à aucun monomère utilisé comme standard, la présence de fragments 
polysaccharidiques de petite taille pouvant migrer en couche mince. On 
observe également au bas de la chromatographie, la présence de 
polysaccharides de trop grande taille pour migrer. Une chromatographie sur 
couche mince d'une solution d'hémicellulase a été réalisée ultérieurement 
et n· a pas révélé la présence de contaminants glycosyl és. 
Nous reviendrons sur ces résultats d'hydrolyse au§ 3.8. 

-Hydrolyse à la dr1selase (photo 5). 

La cr1rom atographie sur couche mince des produits d'hydrolyse du 
polysaccharide Fa par la driselase a mis en évidence une certaine quantité 
de xylose. On peut donc conclure provisoirement que le polysaccharide Fa 
était une xy lane. 

3.3.5.-Chromatographie en phase gazeuse (CPG). 

L'analyse en CPG du polysaccharide Fa hydrolysé au TFA a complété les 
résultats obtenus en couche mince. 

Le crir-orn atogramme (fig. 24, p. 38) montre des traces de mannose et de 
rhamnose (j amais mis en évidence en couche mince). Les autres sucres 
major ita ires sont l'arabinose ( 16,5 %), le xylose (37,8 %), le galactose 
( 17,9 %) et le glucose (24,3 %). Ces pourcentages ont été calculés par 
rapport aux oses neutres totaux, la méthode cles acétates d'al ditols ne 
per rn ettant pas de mettre en évidence les acides uraniques. 
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MEA% 
AREA TYPE WIDTH RT 
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Fig . 24 : Chromatogramme des acétates d"alditols obtenus à partir des produits 
d'hydrolyse du polysaccharide Fa par le TFA 2N. 
L ·utilisation d"un standard interne (inositol avec le temps de rétention de 3.348 
minutes) a permis de calculer que le polysaccharide Fa contient 16.5 X d"arabinose. 
37 .8 X de xylose. 17 ,9 X de galactose. 24.3 X de glucose et des traces de mannose 
et de rhamnose. 

Le polysâccl1ât'lde Fa, î'a1blerne11t ac1de et très peu hydrnlysé par la 
pectinase, est une xylane, ainsi qu'en attestent la digestion à la driselase 
et la composition e11 oses 11eutres. 

~~ ous avions donc, à ce mome11t, un polysaccharide Fa caractérisé quant à 
sa compos ition monomérique et un polysérum de souris répondant 
positivement en ELISA à la présence de polysaccharide. L'étape suivante de 
notre travail a été de produire des anticorps monoclonaux et d'en préciser 
la nature des épitopes reconnus. Un préalable indispensable était bien sûr 
de cribler les clones obtenus. 

AREA% 
a '>??.M, 

20.13298 
tt . ,-c.tR4 
5.81933 
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Photo N" 6 : Dot- blot sur nitrocellulose testant la réponse de L'AcMo 663 sur le 
polysaccharide Fa. 

C+ : Sérum des souris immunisées contre le polysaccharide Fa 
C- 1 : contrôle négatif en remplaçant le 663 par l'AcMo 1182 (anti - Ac 

anli - classe I de bovin 
C- 2 : contrôle négatif en remplaçant le 663 par le tampon 
C- 3 : contrôle négatif en remplaçant le 663 par rAcMo 2F4 antl - pectlne 
663+Na+ : 663 sur Fa, tampon de lavage contenant 150 mM de NaCI 
663- Na+ : 663 sur Fa. tampon de lavage ne contenant pas de NaCI 

On constate que le 663 ne reconnaît le polysaccharide Fa que si le tampon de lavage 
ne contient pas de NaCI . 
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3.4. -Le criblage. 

Après la rusion, nous disposions de 800 hybridomes que nous avons testés 
en ELISA pour la production d'AcMo anti-polysaccharide Fa. Le test a 
également été réalisé en parallèle sur la pectine Sigma pour la production 
éventuelle d'AcMo anti-pectine. 
Le criblage a permis de trouver 3 clones anti-polysaccharide Fa (clones 
6G3, 1 H 11 et 2A9) et aucun clone ant1-pectine. Le 6G3 répondait le mieux 
en EL ISA. 
Nous avons retesté les clones en dot-blot sur nitrocellulose. Ce test n·a pu 
être réalisé qu'en absence de NaCI dans le tampon de lavage (voir photo 6). 
Les clones 1 H 11 et 2A9, remis en culture après cryoconservation, ont 
cependant cessé de produire des immunoglobulines. 

- Déti:-rrnmat1on de l'isotyple. 

Le clone 6G3 a été subcloné par la méthode des dilutions limites pour se 
mettre dans les conditions optimales de production d'AcMo, bien que l'état 
monoclona l ne puisse pas être prouvé. Les contrôles utilisés dans la 
recherche de l'isotypie étaient des AcMo anti-pectine: les clones 2F4, 1 C7 
et 7F 7, respectivement une lgG1 et deux lgM. Nous disposions pour le test 

de 3 s1Jbcl0nes du clone 6G3 d'origine, répondant le mieux en ELIS./\ sur le 
polysaccharide Fa. Les 3 subclones ont montré une isotypie de type I gn 
Dans un polysérum, les lgM sont efficaces par effet bonus, mai s leur 
1Jt i 11sa t ion en tant qu· 1 gM n'est pas très commode : ils sont très peu 
affines vis -a-vis de leur épitope. De plus, leur faible affin i té les exclut 
d'une even tuelle utilisation dans des chromatographies d'affinité, et leur 
mass':' molécu laire élevée pose problème en immunocytochimie. 11 est 
ci?pendant possible de contourner ce problème en hydrolysant les lgM en 
monomères d'une affinité plus grande pour leur Ag et plus commodes 1:?n 
m1croscopie (5). 



Technique ELISA utilisée lors du cribloge des hybridomes. 

-Fixation de l"Ag sur le support. 
1. On utilise une plaque de mlcrolltrallon en polystyrène à haute capacité 
d 0 adsorplion (Microwell Module F-8 lmmunoqualtly 160 PCS. Hune>. 
2.Dépôt de poly-L-lysine i 0,05 mg /ml à raison de 100 pl/puits. On incube une heure 
à température ambiante. 
3.Dépôt de l"Ag à une concenlralion de 200 ~/ml à raison de 50 .,J/puils + 25 
.,J/puits d·une solullon de C1c12 1 mM el NaCI 150 mM. 

-Saturation. 
La satur ation se réalise au moyen d0 une solution de gélatine à 200 119/ml dans un 
tampon TRIS 20 mM, NaCJ 150 mM. C1Cl2 0.5 mM (pH 7.4) (tampon TRIS-Na-Ca). On 

dépose 200 pl / puits el la saturation dure deux heures à 3J9C 

-Dépôt de l"Ac primaire. 
Dépôt du surnageant pur ou dilué dans le tampon TRIS-Ha-Ca à raison de 50 pl/puits . 
Incubation de I heure à 3J9C. 

-Lavages . 
Réalisés avec le tampon TRIS-Na-Ca + 0.1 X de Tween-20. 

-Dépôt de rAc secondaire. 
Dépôl de RAM-peroxydase diluée 500 fois dans le tampon TRIS-Na-Ca à raison 
de S0 pl/puits. Incubation de I heure à 3rc. 

-Lavages . 
voir ci-dessus . 

-Ré-vélation . 
La révélation se fait avec une solution d0ABTS-H2o2-tampon citrate à raison 

de 50 ,J/puits. Incubation de 15 minutes à 37•c. 
Le tampon citrate se compose de 20.5 g/1 de Ha2 HP04 . 2H2o (Merck.). 8.9 g/1 

d"acide citrique CUCB) à pH 5,6. La solution de révélation contient 4 mg d0 ABTS + 
20 ,J d"H 2o2 / 6 ml de tampon citrate. 

-lecture . 
Lecteur ELISA Tilertet ( absorbance à 405 nm). 

Fig. 25: Rappel du protocole expérimental ullllsé en ELISA lors du criblage 
Ms ,rodulls de fusion. 
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3.5.- Mise au point d'un test ELISA pour optlmaliser les réponses 
du 663. 
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Le test ELISA mis au point pour des anticorps monoclonaux 
anti-pect ine (38) s'est avéré, lors du criblage, inadapté à l'anticorps 
monoclonal que nous avons produit ( ce protocole est rappelé à la fig. 25). 
Nous avons donc modifié ce protocole afin d'optimiser la réactivité du 
monoc Jona 1 6G3 vis-à-vis du polysaccharide Fa. 
Nous avons ainsi successivement testé le type de support (polystyrène ou 
PVC), la méthode de saturation des m1cropu1ts, l'effet de la poly-L-lysine 
et de la protéine de saturation sur la fixation de l'anticorps et f inalement 
le type et le nombre de lavages des micropuits. 

3 5.1 .- Effet du type de plaque de mlcrot1trat1on utilisée. 

Nous savions d'après les résultats obtenus en dot-blot sur nitrocellul ose 
que la présence de NaCl dans le tampon de lavage était néfaste. Nous avons 
donc décidé de commencer les expériences avec un tampon TRIS 20 mM­
CaCL, 1 mM à pH 7,4 et une saturation à la gélatine. 

L. 

Nous avons utilisé les plaques de microtitration en polystyrène (ps) 
décrites dans la partie ·matériels et méthodes· et des plaques en PVC 
souple (Flow) (fig. 26). 
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~ tampon sur Fa 
0 .4 

0,2 

0,0 
pvc ps 

Fig . 26 : Effet du type de plaque de microtitration (PVC ou polystyrène) pour 
immobiliser rantlgène. 
On observe une réponse globale beaucoup plus importante sur les plaques en PVC 
souple. 
L'antigène est utilisé à deux concentrations différentes (200 et 400 119/ml) et 
curieusement Il n·y a quasi pas de dlrfirence de rhonse de l'AcMo aux deux 
concentration:, utlli:sée:s. 
Les absorbances élévées sur tampon (Ag à une concentration de 200 119/ml) suggèrent 
une adsorption non spéclrlque du second anticorps ou une contamination de puits à 
puits. 
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Le 6G3 a été testé contre le polysaccharide adsorbé à deux concentrations 
di fférentes (respectivement 200 et 400 µg/ml). Tous les tests ont été 
produits en triplicate. 
Curieusement, la réponse du 6G3 est à peu près identique aux deux 
concentrations de l'Ag. De plus, l'absorbance élevée des contrôles négatifs 
suggère une adsorption non spécifique du second Ac due à une mauvaise 
saturat ion des micropuits ou à une contaminations de puits à puits. 
Pour vér ifier cette hypothèse, nous avons testé différentes méthodes de 
saturati on, mais nous n'avons plus utilisé que des plaques en PVC souple, 
vu leur réponse plus intense et plus rapide. Nous avons rincé plusieurs fois 
la pipette avant de laver une nouvelle rangée de micropuits pour supprimer 
les éventuelles contaminations de puits à puits. 

3.5.2.- Effet de la protéine de saturation, 

Nous avons testé six méthodes de saturation à quatre concentrations 
di fférentes. Les concentrations utilisées sont repri ses ci-dessous pour 
chaque molécule de saturati on: 

cc 1 (%) cc2(%) cc3(%) cc 4(%) 

Tween 0,05 0, 1 0,5 1 

BSA 0,5 1 2 4 
Ovalbumine 0,5 1 2 4 
Gélatine 0,025 0,05 0, 1 0,2 
Lait en poudre 0,005 0,01 0,02 0,05 
Sérum cheval 0, 1 1 10 20 

Les contrô les étaient - le tampon comme contrôle négatif de fixation non 
spécifique du second Ac CT). 

- le 11 B2 (B) comme contrôle négatif (le 11 B2 est un 
anticorps monoclonal anti -Ac anti-classe I de 
bovin). 

- le sérum des souris immunisées comme contrôle 
positif (S) (f lg. 27). 

Toutes les méthodes de saturation donnent des résultats valables, mais le 
lai t en poudre et le sérum de cheval sont nettement supérieurs. Ces 
substances saturent suffisamment les si tes non spécl f iques sans pour 
autan t masquer l'ant igène au fond des puits et empêcher la reconnai ssance 
par l'ant icorps. 
Nous avons déc idé de continuer les tests en saturant avec la poudre de lait 
a 0,05 ~-
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Fig . 27 : Effet de la protéine de s aturation s ur les réponses de l"Act1o. 
Les différentes substances de s aturation ont é té utlllsée à quatre concentrations 
diff~rentes reprises d■ns le tableau cl-dessus. Un Ac anli-Ac ■nti-cl ■sse I de bovin 
comme contrôle négatif ( 1182); Je contr6Je de fixation non spécifique du second Ac 
est composé d"un tampon qui remplace le premier Ac. Le contrôle positif est le sérum 
des souris immunisées. t·anllQtne est utilisé i une concentration de 200 pQ/ml. 
On constate que toutes les méthodes de saturation sont bonnes mais que la poudre de 
lait el le sérum de cheval donnent des résultats nettement supérieurs. 

3.5.3.- Effet de la poly-L-lysine. 

Un doute subsistait néanmoins: la réponse nettement posit ive des 
micropuit s saturés à la poudre de lait pouvait résulter d'une 
rec onnaissance effective de l'épitope polysaccharidique par notre Ac 
6G3, mais aussi d'une adsorption non-spécifique de celui-ci par la PLL 

utilisée pour immobiliser l'Ag, vo1re par la poudre de lait elle-mêm e. 
Nous avons levé le doute en réalisant un test en parallèle avec et sans Ag 
au fond des puits. La PLL à une concentration de 0,05 mg/ml a été déposé à 
rai son de 50 et 100 J.Ll!puits. 

Nous avons utilisé les contrôles habituels sur tampon (T), 11 B2 et sérum 
des sour is immunisées (S) (fig. 28). 
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fig . 28 : Test ELISA vérifiant la spécificité de 1'Act1o. 
Ce test consiste i vérifier la réponse de l'Act1o en présence (200 119/ml) et en 
absence de l'anltgène. On observe une réponse du 663 dans les deux cas. avec 
cependant une réponse plus marquée en présence de l'antigène.Celle différence est 
due au fait que rAcMo se fixe de manière non spécifique soit sur la PLL • soit sur la 
poudre de lait utiltsh pour saturer les mlcroputts. 

Le 6G3 répondait clairement même en absence de polysaccharide Fa au 
fond des micropuits. 11 n·y avait par ailleurs pas d'adsorption non 
spécifique, ni du 11 B2, ni du second Ac. L'anticorps 6G3 se fixait donc 
de manière non spécifi que soit sur la PLL soit sur la protéine de 
sa turation. 

11 nous restait donc à tester le 6G3 sur le polysaccharide Fa avec ou 
sans PLL et sur la poudre de lait sans antigène au fond des pu its. Nous 
avons utili sé les mêmes contrôles que précédemment (fig. 29). 
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Fig . 29 : Test ELISA rtvélant la réponse crolsh avec la PLL. 
Le lest consiste à vérifier la réponse du 663 sur le polysaccharide Fa avec ou sans 
PLL el sur la poudre de lait sans antigène au fond des mlcropuils. On observe une 
r éponse du 663 en présence de Pll avec ou sans Ag au fond des micropuils. réponse 
tout de même supérieure de 0.4 unité d"absorbance en présence de ranllgène. 
L"absence de réaction croisée avec la poudre de lait permet de justifier celle 
dlrTtrence comme Hant due uniquement à la présence de ranllg~ne . 

Le monoc lonal 6G3 répondait en présence de PLL, même en absence 
de l' an ti gène ! Sa réponse était cependant supérieure d'environ 0.4 unité 
d'absorbance au contact de l'antigène. Le test sans PLL a permis 
d'af f irmer que cette différence était due uniquement à la présence de 
l'anti gène au fond des puits puisque le 6G3 ne croisait pas avec la poudre 
de lait seule. Nous savions alors que notre anticorps 6G3 s'adsorbai t non 
spécifi quement sur la PLL, mals pas sur la poudre de lait écrémé qui s'est 
avérée être la meilleure technique de saturation des sites d'adsorption 
non-spécifi ques. 

3.5.4.- Effet de la compos1t1on 1on1aue du tampon de lavage. 

Nous avons vér ifi é ic i en ELISA les résultats (effet néfaste du NaCl 
sur la réponse du 6G3) obtenus en dot-blot sur nitrocellulose. Nous 
avons uti l isé différents tampons de lavage dont la compos ition est 
repri se ci -dessous: 
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tampon n· TRIS NaCl CaCl 2 
(mM) (mM) (mM) 

1 20 150 0,5 
2 20 100 0,5 
3 20 50 0,5 
4 20 0 0,5 
5 20 150 0, 1 
6 20 150 1 
7 20 0 0 
8 20 0 1 
9 0 0 0 

Nous avons ut i lisé comme contrôles, le sérum de souris immunisées (S), le 
tampon (T - ), le 11B2 (B-) en lieu et place de l'Ac 6G3, et le 6G3 sans Ag 
~-Fa). 
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f ig . 30 : Test ELISA montrant rerret de la composition du tampon de lavage sur la 
réponse de rAct1o . 
(S= contrôle positif avec sérum des souris Immunisées.tampon de lavage n·a; T-= 
contrôle sur tampon; B-• contrôle négallr 1182 sur fa; -Fa• 663 sans Ag) 
Dans ce test. nous avons modlrlt essentiellement les concentrations en NaCI et en 
CaCl2 (tampon 1 i 9). On observe une meilleure réponse en absence de NaCI dans le 

tampon de lavage (tampon 4. 7 el 8). Le tampon n·9. de l'eau pure en fait, donne une 
réponse médiocre . 

Les résultat s (fi g. 30) ont confirmé l'effet négatif observé en dot-blot 
du NaCl dans les tampons de lavage : seuls les tampons 4,7et 8 ont donné 
dl? bons r~ sultats. 
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Les interacti ons éventuel les des hémice l luloses avec les ions étant 
très mal connues, nous ne pouvons pas interpréter ce résultat avec 
cer t itude. 11 est cependant possible que le NaCI ait eu un effet sur la 
conformation du polysaccharide de manière à faciliter son 
détachement du support ou comme dans le cas de la pectine .. à modifier 
la conformati on de l'épi tope reconnu par l'AcMo. 

3.5.5.- lnf luence du nombre de lavage. 

Le nombre de lavage est très Important dans la réal1satlon des tests 
ELISA. En effet, les lavages doivent être assez nombreux pour éliminer les 
réactifs des étapes précédentes mais ils ne peuvent pas supprimer les 
an ti gènes fixés au fond des micropuits. Ces phénomènes sont d'autant plus 
importants pour les antigènes de nature polysaccharidique qu'on doit fixer 
sur des supports prévus pour adsorber des protéines. La réduction du 
nombre de lavage accélère également le test test. Nous avons donc vérifié 
l'effet du nombre de lavages sur la réponse de l'AcMo (fig. 31 ). 
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Fig. 31 : lnnuence du nombre de lavage sur la réponse du 663 en ELISA. 
le nombre de lavage dans un test ELISA est un paramètre capital car il faut trouver 
la Juste mesure entre un nombre de lavages surnsants éllmlnant les rhctlrs tout en 
conser-vant les molécules qui se sont adsorbées. Nous avons fait varier le nombre de 
lavages entre 2 et 1 S. et on constate que jusquï dix lavages les différences de 
réponses de rAcMo ne sont pas significativement différentes. Les témoins utilisés 
sont le sérum des souris immunisées coome témoin positif CS). un anticorps 
monoclonal ( 11 B2) comme témoin négatif. el un conlr61e négatif où le 663 est 
remplacé par du tampon en. 

Lés résu1 tats ne dHfèrent pas jusqu'à 1 O lavages. C'est le rnel 1 leur 
compromis entre le pouvoir discriminatoire di.J test et la rap idité à 
la uelle · peut être réalisé. 
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En résumé: 
1. La présence de NaCl dans les tampons utilisés a un effet négat if sur le 

résultat du test. 
2. Les plaques en PVC conviennent mieux au test. 
3. Le 6G3 se fixe de manière non spécifique sur la PLL mais ne "croise" 

pas avec la poudre de lait. 
4. Le nombre de lavage peut être réduit sans pour autant altérer la qualité 

du test. 

Nous disposons maintenant d'un test fiable dont le protocole est repris 
ci-dessous: 

- Fixation de l'antigène par simple adsorption sur plaque PVC souple. 
Dépôt de 50 111/puits du polysaccharide Fa à une concentration de 200 
JUJ/m l. 
Incubation pendant une nu1t à 4·c. 

- Soturotion ou loit en poudre à 0,05 Z à roison de 200 111/puits. 
1 ncubation de deux heures à 3î9C. 

- Dépôt de l'Ac primaire à raison de 50 111/puits. Incubation d'une heure à 
3l9C. 

- Lavage avec tampon TRIS 20 mM pH 7 .4 + tween 20 à 0.1 Z 
CoCl2 1 mM 
1 0 lavages/pu1ts 

- Dépôt du second Ac RAM-peroxydase diluée 500 fois dans le tampon 
TRIS- Ca + 1 OZ sérum de cheval à raison de 50 111/puits. 
Incubation d'une heure à 37•c. 

- Révélation à l'ABTS-H2o2-tampon c1trate. 

3.5.6.- Variation de la concentration en antigène. 

Ce pro toco le a été utilisé pour suivre la réponse de 1'Ac~1o 6G3 quand on 
modifiait la concentration en Ag au fond des puits (fig. 32 ). 
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Fig. 32 : Absorbance du 663 en fonction de la concentration de l'antlgtne. 
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On peu t rem arquer d'après ce graphique que la réponse est optimale pour 
des concentrations comprises entre 0,5 et 1,5 mg lm 1. A des 
concentrations supérieures en Ag, la réponse diminue, probablement par 
encombrement stérique qu1 masquerait une partie des épi topes. 

3.5.7.- Di lut ion du 6G3. 

Ce test a permis de mettre en évidence la dilution optimale de l'AcMo à 
uti l iser dans les tests ELISA (fig. 33). 
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Fica . 33 : Effet de b dilution de r~nticorps monoclon~l sur 1~ réponse en ELISA . 

En absence de plateau lors de la dilution de l'anticorps 6G3, nous 
avons utilisé le surnageant de culture des hybridomes toujours à l'état pur. 

Le protocole ainsi mis au point a été utilisé pour tester les ascites 
par t iellement purifiés ou hydrolysés à la trypsine ainsi que dans 
l'identificati on de fractions glycosidiques libérées par hydrolyse 
enzymatique du polysaccharide Fa. 
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3.6.- Product1on des ascites. 

La pur1f1cat1on des asc1tes au sulfate d'ammonium a perrn1s de récupérer 
1 o mg d'I g qui ont été remis en suspension dans 5 m 1 de tampon PBS. Les 
lgM purifiées ont ensuite été testées en ELISA et se sont parfaitement 
f ixées sur le polysaccharide Fa. La gamme de dilution possible des lgM 
n·est c8nendant pas très large (fig. 34 bis). 
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Fig. 34bis : Dilution de l'ascite purifié par précipi tation au sulfate d"ammonium. 

3.7.- Hydrolyse des lgM. 

L'uti l isation d'lgM en cytochimie nécessite leur hydrolyse préalable afin de 
réduire leur taille tout en conservant leur site de fixation de l'antigène. 
Les lgM ont ainsi été hydrolysées et les produits d'hydrolyse passés sur 
une colonne de perméat1on de gel Séphacryl S-200. 
Le chromatogramme obtenu (fig. 35) a montré deux pics d'élution P1 et P2. 

Le prem ier pic est sorti à un volume d'élution de 28 ml et le deuxième à 71 
rn l. Le gel ut i 1 isé excluait les substances d'un poids moléculaire supérieur 
à 250.000 daltons et le volume mort v

0 
de la colonne était de 25 ml. Le pic 

P1 contenait par conséquent des protéines dont le poids moléculaire était 

infér ieur à 250.000 daltons. Ce pic devait donc correspondre aux lgM 
hydrolysées , le poids moléculaire d'une I gM non hydrolysée étant de 
900.000 daltons (37). Le deux1ème ptc correspondait quant à lui aux 
réactifs de faible poids moléculaire ut i I1s és dans le protocole 
expérime ta 1. 
Les fractions correspondant à ces deux pics ont été récoltées et testées en 
ELI SA sur le polysaccharide Fa. 
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Fig . 35 : Schéma d'élullon sur Séphacryl 5-200 (V 0• 25 ml) des produits d'hydrolyse 
des lgt1 i la trypsine. 

Les controles ut ilisés dans le test (F1g. 36) ont été: 
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- le sérum des souris immunisées sur Fa. 
- L'AcMo 1 1 B2 sur Fa comme contrôle négatif 
- Fa sans 6G3 pour vérifier l'absence d'adsorption non spécifique 

du second Ac. 
- 6G3 sans Ag pour vérifier l'absence de réaction croisée avec la 

protéine de saturation. 

0.6 
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0,4 ■ sérum sur Fa 
G 11B2 sur Fa 

0,3 ■ 11B2 sans Ag 
~ 663 sans Ag 

0,2 □ 663 sur Fa 
13 ascites sur Fa 

0, 1 el Pl sur Fa 
ml P2 sur Fa 

-0,0 rL1 tampon sur Fa 
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Fig. 36 : Test ELISA avec les produits dbydrolyse des lgM à la trypsine. le pic P 1 
répond sur le polysaccharide Fa. Ce pic doit correspondre aux lgM hydrolysés d'une 
masse moléculaire de 200.000 daltons. Le pic P2 ne r~pond pas sur le polysaccharide 

Fa et doit correspondre aux réactifs de falble masse moléculaire (la réponse ne tient 
pas compte de la dilution des anticorps). 
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ûn peut observer' que la fraction P1 a répondu sut' le polysaccharide Fa rnais 

pas la fraction P2. La fraction P1 correspondait donc bien aux monomères 

des lgM. 
Nous avons tenté d'utiliser ces monomères pour réaliser un marquage 
immunocytochimique sur cellules de Silène, mais l'autofluorescence de la 
paroi n'a pas permis de mettre en évidence un marquage spécifique du 
polysaccharide 1n situ. 11 est possible d'envisager des marquages en 
microscopie électronique afin de se débarrasser du problème lié à 
1 · autof 1 uorescence. 
Néanrnoins 1 la réalisation de marquages immunocytoch imiques sur des 
po lysaccharides n·est pas encore une technique courante comme l'est le 
marquage de protéines. La mise au point de tel s marquages dépasse 
nettement le cadre de ce travail. 
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3.8.- Contr1but1on à 1'1dent1f1cat1on de l'épltope reconnu par 
l'anticorps monoclonal. 

La chromatographie d'affinité constitue la mei 1 leure approche théorique 
pour purifier un antigène mais, nous l'avons vu, elle est difficilement 
réali sable avec des lgM dont l'affinité est trop faible. L'utilisation des 
enzymes est, el le, courante pour l'étude des polysaccharides pariétaux que 
ce soit pour des extractions, ou des localisations cytochimiques (voir 
1 2.1. et 1.2.3.). Nous avons ainsi utilisé une pectinase et une hémicel lulase 
pour réaliser des hydrolyses partielles du polysaccharide Fa, tester les 
produ i t s d'hydrolyse en ELISA en espérant isoler ainsi des séquences les 
plus pe t ites possibles possédant encore l'épitope reconnu. 
Nous sav ions que le polysaccharide Fa était sensible à l'action de 
l' hémicel lulase, mais il subsistait un doute quant à sa sensibilité 
v is-à-vis de la pectinase (cfr. 3.3.4.). Par les résultats exposés dans ce 
chap i tre, nous avons vérifié la sensibilité du polysaccharide Fa à la 
pecti nase, et nous avons isolé des fragments polysaccharidiques qui 
répondent encore à l'AcMo après hydrolyse par l'hémicellulase. 

3 8.1.- Chromatographie sur Bio-Gel P6 de la fraction polysaccharidique 

tü t ale éluee de la colonne de Séphadex DEAE A-50. 

Nous avons d'abord chromatographié sur Bio-Gel P6 la fraction r écoltée à 
la sor t ie de la chromatographie échangeuse d'ion (fig. 36bi s). Ce 
cr,roma togramme servira de référence pour les chromatographies 
ul téri eures sur Bio-Gel D6. 
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Fig . 36bis : Chromatographie sur Bio-Gel P6 de la fraction polysaccharidique totale 
éluée de 11 colonne de Séphadex DEAE A-50 par- du NaCJ 0.1 M. Le chromatogramme 
présente 2 pics d"élullon F 1 el F2, Le pic F 1 correpond vraisemblablement au 

polysaccharide fi quittant le gel de Séphacryl S-200 i V 0 ; le pic F2 i la fraction Fb 

éluée du même gel. 
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~-J,)us avons détecté deux fractions f 1 et F2 ayant respectivement des 

vo lum es ct·élution de 22 et 36 ml (d'après le test à l'orcinol su!Furique). 

Un t es t ELISA (fig. 36*) réalisé sur ces deux fractions montre que seule la 
r r· actiori F 1 est positive. Cette fraction cont1ent donc le polysacc~iaride Fa 

cont re l equel nous avons produit l'anticorps monoclonal 6G3. La différence 
d'absorbance entre la réponse du 6G3 sur F1 et celle sur la fraction 

r ecoltée en sortie de chromatographie échangeuse d'ions est due à une 
di fférence de concentration. La fraction F2, quant à elle, doit correspondrE 

au poly saccharide Fb contre lequel nous ne possédons pas d'anticorps 
monoc lonal . Comme cette fraction F2 ne quitte pas le Bio-Gel P6 au volume 

mort, ell e doit être composée d'ollgomères de petite taille, ce qui pourrait 
expli quer qu'on n'ait pu produire, en absence de couplage, d'anticorps 
;n onoc l on aux contre Fb. 
~Jous 'J~il iserons uniquement la fraction F

1 
pour les hydrolyses 

enzyma t 1ques. 
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Fig. 36• : Test ELISA sur les fractions F1 el F2 récoltées à la sortie du Bio-Gel P6. 

Seule la rraction F 1 est reconnue par l"AcNo (les réponses du 663 ne tiennent pas 

compte de la dilution de l"Ag). donc cet.la fraction F 1 correspond au polysaccharide 

Fa de masse mol~culaire élévée quittant Je gel i V
0

• La fraction F2 • manifestement de 

masse moléculaire plus faible. correspond vr■lsemblablement au polysaccharide fb de 
la fig . 23 . Cette petite taille pourrait ftre une expllc1tlon à l'absence d"Ac contre ce 
poly5accharlde Fb. 
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3.8.2.- Hvdrolyse enzymatique. 

A - Digestion à la pectinase 

54 

Le polysaccharide Fa a été hydrolysé pendant 56 heures par la pectinase, et 
les produits d'hydrolyse séparés par une colonne de perméation de gel 
Bio-Gel P6 (fig. 37). 
Le chromatogramme se compose de 5 pics que nous appe 1 lerons P 1, P2, P3, 

P 4 et P5 . Les pics P 1-P2 ainsi que P3-P 4 ne sont pas résolus de manière 

satisfaisante. La révélation de cette chromatographie par la méthode à 
l' orcinol sulfurique montre que ces fractions P1-P2 et P3-P4 sont 

positives. Un dosage de protéines sur les fractions P1-P2, P3-P4 et P5 a 

permis de mettre en évidence une élution protéique majoritaire en P1-P2 

et moindre en P3-P 4 (0,500 mg/ml et 0,200 mg/ml respectivement). La 

fraction P1- P2 contient vraisemblablement la pectinase utilisée, puisque 

le Bio-Gel P6 possède une gamme de fractionnement comprise entre 1000 
et 6000 da ltons (la pectinase a une masse moléculaire moyenne de 36.000 
daltons ). Cette fraction P1-P2 permet de déterminer ainsi le volume mort 

V
0 

de la col onne à 23 ml +/- 3 ml (qui sera ultérieurement confirmé lors 

de l'étalonnage du gel). Le polysaccharide Fa ne contenant pas de protéines, 
1 a présence de ces dernières dans la fraction P3-P 4 ne peut être exp 1 iquée 

que par leur présence dans la solution de pectinase. 
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(X) .,. 
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• 0 
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.0 
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Fig. 37 : Schéma d'élution sur Bio-Gel P6 des produits d'hydrolyse du polysaccharide 
Fa par la pectlnase pendant 36 heures. Les pics P1-P2 ainsi que P3-P4 correspondent 
à une coélution d'une fraction glycosidique el protéique. Le pic P5 ne correspond ni à 
des protéines ni à des polysaccharides. 
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Les fract ions P
1
-P

2 
et p

3
-P

4 
correspondent donc chacune à la coélution d' 

1.1rie fraction polysaccharidlque et d'une fraction proté ique. Nous avons 
testé les différentes fractions en ELISA en ajoutant aux contrôles 
habituels, un contrôle sur pectinase immobilisée au fond des micropuits 
pour vèrif ier la non-fixation du 6G3 sur cette pectinase (fig. 38). 

0.2 
E 
C ■ Sérum sur Fa 

Il') 
0 □ 663 sur Fa 
V 
,o 

0.1 ... 
~ 

[) 663 sur P 1 -P2 
~ 663 sur P3-P4 

□ 663 sur P5 
.D 
~ 
0 
VI 

.D 

■ 663-peclinase 
el 663 sans Ag 

< 0.0 

Fig. 38 : Test ELISA sur les produits d"hydrolyse du polysaccharide Fa par la 
pectinase Cles réponses du 663 ne tiennent pas compte de la dilution de l"Ag) . 
Seule la fraction P 1-P2 est reconnue par ranlicorps monoclonal. L·absence de 

réaction crols~e de rantlcorps avec la pectlnase permet de dire que la réponse 
obervée sur P 1-P2 est due uniquement à la présence de la fraction glycosidique. Le 

Bio-Gel P6 ayant une gamme de fraclionnement comprise entre 1000 et 6000. la 
composante protéique de la fraction P 1-P2 correspond vraisemblablement à la 

peclinase . La composante glycosidique mise en évidence dans la fraction P3 -P 4 
correspond aux contaminants présents dans la solution de pectinase mis en évidence 
lors d·une chromatographie sur couche mince ( voir p. 36). Quant à la composante 
protéi que. Il s·aglt également de contaminants dQs à 11mpuret~ de la préparation 
(résultats d.électrophorèse: P. Baas. communication personnelle). 

Seule la fr3ction quittant le gel à V
0 

est postttve en ELISA et ll n·y a pas 

d'adsorption non-spécifique du 6G3 sur la pectlnase .. En se basant sur le 
fait que le polysaccharide Fa quitte le gel Séphacryl S-200 
ega l ement à V 

0
• on peut affirmer raisonnablement que cette fraction P 1-P 2 

cont ien t, en plus de la pectinase, du polysaccharide Fa non hydrolysé. Les 
substances glycosylées de la fraction P3-P 4 corre~pondent aux rr,agments 

ol igosaccharidiques mis en évidence lors de la chromatographie en couche 
Ti 1nce di: la solution de pectinase (cfr. p. 37). 



56 

Pour conf irmer cette hypothèse, nous avons hydrolysé la fraction P1-P2 au 

TFA 2 Net réalisé la transformation en acétates d'alditols pour permett1·e 
l' analyse par chromatographie en phase gazeuse (fig. 39). 

AREA% 
RT AREA TYPE WIDTH 

GV<c:\.fot'..MDAe 1.443 17095 B8 .133 
){i1:o~ 1.766 38392 88 .835 

Ît'À.10-D.Yo...,e 2.783 17186 BP .847 
3.836 20500 P8 .850 

~":':aR 3.348 48819 PB .852 
1MC,ÇI . 

• L, 
<r.• · L ... 

Fig. 39 : Chromatogramme des acétates d•aldllols obtenus à partir de la fraction 
P 1-P2 Isolée lors de l'hydrolyse du polys1cch1rlde Fa par 11 pectinase. 

On observe une tr~s grande slmllllude avec 11 ng. 24 p.36 sauf pour la teneur en 
9lucose. nuct.ualulon pouvant flre allrlbuie à une modlrlc1Uon de la composition du 
polysaccharide Fa durant 11 culture cellulalre. t11lgr, celle "g~re dlff~rence, nous 
pensons que celle fraction P 1-P2 contient du polysaccharide Fa natif el que ce 

dernier es t ainsi insensible i la peclinase. 

51 on c0mpare ce chromatogramme à celui du polysacchari de Fa hydrolysé 
a1J TF .A à la sortie du Séphacryl S-2OO (p. 37), on observe une très grande 
simi li .udi: dans les proportions des oses neutres sauf pour la teneur en 
glucose. Cette différence pourrait être attribuée à une hétérogénéité dans 
les fracti ons polysaccharidiques récoltées lors des purifications. 

B.- Digesti0n a l'hémicellul ase. 

Le tes t à la pectinase n'ayant pas détaché du polysaccriaride d'épitopes 
reconnus par le 6G3, nous avons utilisé une hém icellulase brute pour 
hydrolyser le polysaccharide Fa pen,dant 24, 56 et 120 heures. 
La diges~1on de 24 heures (fig. 40) présente 4 pics d'élution H

1
24 , H/4 , Hl4 

et H/4 avec une mauvaise résolution pour les pics ~ 24 , ~ 24 et H/4. Ces 3 
dern iers pics sont positifs dans un test à l'orcinol sulfurique avec une 

réponse plus intense pour les deux derniers pics. Un dosage de protéines 
montrf une élution de protéines en H12

4 et ~ 24-H/4. Comme pour- la 

,: igt?s· 11:i:· à l a pec t inase et pour les mêmes raisons, la composante 
pro t~ ique pr '.)'Ji ent de la préparation enzymatique et non de l'échantillon 
po l'✓ S3 CC~3rl d. que 

AREA% 
12.01941 
27.83814 
12.19350 
1 ◄ . ◄37-43 
34.3~152 
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Fig . 40 : Schéma d"élution sur 81o-6el P6 des produits d"hydrolyse libérés apr~s une 
digestion de 2-4 heures i l"hémlcellulase. 
Les fractions H32◄ el H,.?4 :sonl rassemblées en une seule fraction qui sera lestée en 

ELISA avec le-, fracllon:i H a24 el H2 24. 

Ces di,r t'rerites fractions ont été testées en ELISA Ulg. 41) er1 uL 1l1 sant 
les contrô les habituels auxquels on ajoute un test de fixation non 
spé-cifique du 6G3 sur l'hémicellulase. 
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,:; ,--l 

C 
■ sérum sur Fa 
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If') 
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.D 0.1 i 4: 

-0 .0 l 
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■ 6G3 sans Ag 

f2! 11B2 sur Fa 
[Il] 1 IB2 sans Ag 

D 6G3 sur Hémi 
a 6G3 sur H 1 l If 
lill] 6G3 sur H2:~ 1~ 

(2l 6G3 sur H3-H-4 

□ Lampon sur Fa 

,, 1 
- ,.,. 1 

Fig. 41 : Test ELISA sur les produits d"hydrolyse après digestion de 24 heures à 
l"h ~micellulase Cles réponses du 663 ne tiennent pas compte de la dilulion de l'Ag). 
Les fractions tt/4 el tt324-H4

24 sont reconnues par ranticorps monoclonal el on 

n"observe pas de réaction croisée avec la solution dnémicellulase . 
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Pho to n· 7: Chromatographie sur couche mince sur les produits d"hydrolyse du 
polysaccharide Fa par rhémicellulase (traitement de 24 H) 

l . : fucose 
2 . : r hamnose 
3 . : acide glucuronique 
4 . : acide galacturonique 
5. : mannose 
6 . : galactose 
7 . : xylose 
8 . : arablnose 
9 . : glucose 
1 0 . : mé I ange des standards 
11. : échantillon H3

24-H4
24 de l"hydrolyse de 24 H à l"hémicellulase traité au 

TF A (dépôt de 5 td) et récupéré dans l'alcool. 
12 . : idem que 11 (dépôt de 10 ,.J) 
13 . : préc ipité alcool de t t resolubflisé dans l"eau 

On constate que la fraction H3
24-H4

24 contient essentiellement du galactose et du 

glucose . l ' épitope reconnu par l"Ac 663 doit donc être riche en ces deux sucres . la 
sol ubil isa tion des produits d"hydrolyse par 1"1lcool ne permet pas de récuperer les 
fr agments de degré de polymérisation plus élevé qui n"ont pas été hydrolysé par le 
TF A. Ces fr agments apparaissent dans Je dépôt 13. Ceci permet de dire que la 
frac tion H3 

4-H4
24 ne contient pas que des monomères. 
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Les fractions H1
24 et H/4- H/4 sont positives en ELISA et le 6G3 ne se 

f ixe pas de manière non spécifique sur l'hémicellulase. La réponse du 6G3 
sur les fractions H/4 et H;,24-H/4 est donc due, malgré la coélution, 

uniquement à la présence de séquences glycosidiques. 
La fract ion Hl4-H/4 a été hydrolysée au TFA Ce traitement se 

caractérise par la formation d'un précipité insoluble dans l'éthanol. t·~ous 
avons passé en chromatographie sur couche mince le surnageant éthanol 
ainsi que le précipité resolubilisé dans l'eau (photo 7). La fraction soluble 
dans l'éthanol contient essentiellement du glucose et du galactose. La 
fraction soluble dans l'eau contient des fragments de degré de 
polymérisat ion supérieur de même que du glucose et du galactose n'ayant 
pas été so lubilisé dans l'alcool. Une hydrolyse enzymatique de 24 heures 
n·a donc pas détruit l'épitope reconnu par l'anticorps monoclonal 6G3 mais 
elle en a détaché une certaine quantité, de faible masse moléculaire, éluée 
en fin de chromatographie. Nous pouvons déjà conclure que l'épitope sera 
caractérisé par une teneur importante en glucose et galactose. 

La digestion de 56 heures donne un schéma d'élution sur Bio-Gel P6 (fig. 
42) comportant 5 pics H0

56, H1
56, H

2
56, Hl6 et H

4
56 . 
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Fig. 42 : Schéma d"élutton sur Bio-Gel P6 des produits d0h6drolyse après digestion de 
56 heures i lbémicellulase. Les pics "256• H3

56 el H4
5 ont été rassemblés en une 

seule fraction H4•. Nous avons également récupéré la fraction H 1
56 et une fraction 

H3• qui s"élue entre 45 et 55 ml. Toutes ces fractions seront testées en ELISA. 
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Nous récoltons la fraction H1
56 . Nous récupérons également une fraction 

supplem en taire H3* s'é luant entre 45 et 55 ml. Nous rassemblons en une 

seu le fract ion H4 * les pics H2
56, Hl6 et Hi6. 

un test à l'orc inol sulfurique montre que toutes ces fractions H1
56 . H3" et 

H4 " sont posi t ives. Si on se réf ère à la fig. 36bis, les fractions H3 * et H4 * 
n·ont pas d'équivalent dans ce schéma d'élution, ce qui témoigne bien d'une 
hydrol yse ef fec ti ve du polysaccharide Fa. 
Un dosage de protéines montre une élut ion de protéines à v

0 
et en H/ . 11 y 

a donc de nouveau coélution de protéines et de polysaccharides dans ces 
deux f racti ons. Nous sav1ons d'après la fig. 36b1s qu'aucune f raction ni 
glycos1 d1que, ni proté1que, ne s'élua1t entre 55 et 80 ml. Les -protéines 
détectées dans la fraction H4 • sont donc des contam inants provenants de 

la préparati on enzymat ique d'hémicellulase. 
Si on compare ce schéma d'élution avec celui obtenu pour l'hydro lyse de 24 
heures, le pic H2

56 semble correspondre au pic H/4, ce qu i suggère 

une hydro lyse plus poussée et donc une diminution du poi ds molécul aire 
des fragments li bérés. 
Ces dif férentes fractions ont été testées en ELISA avec les contrôles 
habi tuels (fi g. 43 ). 
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1() 
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• 0 
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" .D 
l,., 
0 
VI 

..0 
< 

0 .3 ,------------------ -----, 

0,2 
■ sérum sur Fa 
[J 6G3 sur Fa 
~ 6G3 sur H 1~6 

~ 6G3 sur H3* 
D 6G3 sur H4* 

0.1 ■ 6G3 sans Ag 
[I] l arnpon sur Fa 

Fig. 43 : Test ELISA sur les produits d'hydrolyse après digestion de 56 heures à 
l'hémicell~l1se 05s

6
réponses du 663 ne tiennent pas compte de la dilution de l'Ag) . 

Les fractions H 1 et H4• sont reconnues par l'anticorps monoclonal. La fraction 
H3• l'e~t également mai5 la réponse est plus faible. 
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Les fractions H1
56 ,H/ et H4" sont positives. La frac ti on H3 " montre 

cependant une réponse plus faible. Le 6G3 ne cro isant pas avec 
l'némicel lulase, les réponses observées sont dues uniquemen t a la 
pr ésence de sucres dans ces fractions. A nouveau, nous avons un premier 
pic qui contient un polysaccharide de haut poids moléculaire et pos i tif en 
ELI SA, et des fragments de poids moléculaire de plus en plus f aibles, 
détachés du polysaccharide, mais qui contiennent encore l' épitope. Quant à 
la fraction H0

56 , el le doit correspondre à l'hémicellulase qui, bien entendu , 

ne croise pas avec le 6G3. 

Apr ès une digest i on de 120 heures (fig. 44), on n'observe plus que 2 pics 
majorita ires (H 1

120 et H
2

120) dont le premier quitte encore touj ours la 

C-:)lonne à V
0 

et n'est donc vraisemblablement pas dégradable par l' enzyme 

ut i lisée. Ces deux pics sont positifs à l'orcinol sulfur ique ma is tous deux 
négatifs en ELISA vis-à-v1s du 6G3 (fig. 4~) 
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Fi g . 44 : Schéma d"élulion :sur Bio-6el P6 des produit:. dbydroly:se aprè:s dige:slion de 
120 heures à Jnémicellulase. Celle hydrolyse ne permet d"isoler que deux fractions 
majoritaires H 1 

120 el H2 
120. La première correspondant à des molécules de masse 

mol éculaire élévée; la deuxième. vraisemblablement à des oligomères de très faible 
degrt de polymérisation . 
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Fi g. 45 : Test ELISA sur les produits d"hydrolyse aprb digestion de 120 heures à 
lnémicellulase. les deux fractions récolties lors de celle hydrolyse ne sont pas 
reconnues par rantlcorps monoclonal. Une hydrolyse de 120 heures entraîne donc la 
des truction de r~pltope reconnu par l"Act1o . 
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Pho to n· 8 : Chromatographie sur couche mince de la fraction H1
120 isolée lors de 

!"hydrolys e de 120 H du polysaccharide Fa par l"hémicellulase. 
1 : arabinose 
2 : mannose 
3 : xylose 
4 : glucose 
5 : acide glucuronique 
6 : rhamnose 
7 : galactose 
8 : fucose 
9 : acide galacluronique 
10 el t t : dépôt de S et 10 pl de l"échantillon hydrolysé H 1 

120 au TF A 

On constate que celte fraction contient essentiellement du xylose et un monomère 
correspondant soit au glucose soit à rarabinose . Nous verrons plus loin que ce 
monomère est vraisemblablement de J'arabinose. 



Photo n· 9 : Chromatographie en couche mince de la fraction H2 
120 isolée lors d"une 

hydrolyse de 120 H du polysaccharide Fa à l"hémicellulase. 
1 : rhamnose 
2 : fucose 
3 : arabinose 
4 : xylose 
5 : mannose 
6 : galactose 
7 : glucose 
8 : acide galacturonique 
9 : acide glucuronique 
1 O. 11 el 12 : dépôt de S 10 el 1 S pl de l"échanlillon H2

120 non hydrolysé au 

TFA 
On constate que la fraction contient essentiellement du galactose et du glucose. Ceci 
permet donc de dire que l'hydrolyse de 120 H finit par libérer des monomères qui ne 
sont plus reconnus par rAcl1o 663. 
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Le premier pic, qui répondait encore en ELISA, a cette foi s-ci été 
débarrassé de tout épitope reconnu par le 6G3. D'autre part, le fait que le 
deuxième pic ne soit pas positif vis-à-vis du 6G3 indiquerait que même les 
fragments isolés lors de l'hydrolyse de 56 heures ont été tellement 
hydrolysés par la digestion de 120 heures que l'épitope en est perdu. 
Nous avons une chromatographie sur couche mince de ces deux fractions. La 
frac tion H

1
120 traitée au TFA libère essentiellement du xylose avec des 

traces d'arabinose (photo 8). La fraction~ 120, quant à el le, non traitée au 

TFA, libère des monomères de glucose et de galactose (photo 9). L'épitope 
reconnu par le 6G3 serait donc composé essentiellement de ces deux 
monomères. 

En résumé : 

Le schéma ci-dessous reprend les trois schémas d'élution du 
polysacchari de Fa hydrolysé, respectivement pendant 34, 56 et 120 heures, 
par l'hémicellul ase. 
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• 24h hydrolyse 
-❖.. 56h hydrolyse 
-o- 120h hydrol yse 

On r-·etrouve à chaque fois une fraction glycosldlque d V
0 

qu1 n·est plus 

reconnue après 120 heures d'hydrolyse. On constate un décalage des pics 
vers les petits poids moléculaires, phénomène d'autant plus marqué que 
l'hydroly':e est longue. 

AN;1vse en 1:i-1romatographie en phase gazeuse (CPG) et couct,e mince. 

Nous n<YJS sommes limi tés dans cette analyse à l'étude de frac tions 
V · f'=~cc '",::ir idiques (positi ve à l'orcinol sulfurique) ne quittant pas le gel â 
V

0 
'='~ ,1?c0nnues par l'AcMo (positives en ELISA). 
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Nous avons réali sé la trans formation des fract ions H3 * et H/ provenant de 

J'hydrolyse de 56 heures en acétates d'alditols (fig. 46, 47). 

La proporti on des monomères présents dans la f raction H/ par rapport à la 

fract ion totale en oses neut res était la suivante: 

rhamnose 
arabinose 
xylose 
mannose 
galactose 
glucose 

MEA% 
RT 

1.114 
1.3~ 
1.458 
1.54◄ 
1.78@ 
2.535 
2.856 
3.125 
3.421 

0,044 mg 
0,056 mg 
0,028 mg 
0,028 mg 
1,207 mg 
1,486 mg 

AREA TYPE 
9733 PB 
4488 YV 

15498 W 
7571 YB 
7~13 YB 
711:19 B8 

317151 88 
332482 PB 
265281 PB 

IIIDTH 
.824 
.827 
.832 
.129 
.133 
.154 
.161 
.164 
.162 

1,5 % 
1,9 % 
0,9 % 
0,9 % 

42,4% 
52,2 % 

ARFA'= 
, 1t1nq 

• ◄5989 
f.1;1~ 

.79132 
'7(t571_ 

.74383 
32.1"331 
34.75898 
27 . 71878 

..., 

Fig. 46 : Chromatogramme des acétates d·afdltols obtenus à partir de la fraction H3 • 
Isolée lors de lbydrolyse de 56 heures du polysaccharide Fa par lbémicellulase. Les 
fractions majoritaires sont le glucose el le galactose. On observe cependant 
également des traces de quelques autres sucres neutres tels le rhamnose. 
rarablnose. le xylose et le mannose. 

La proportion des monomères présents dans la fraction H/ par rapport à la 

fraction totale en oses neutres était la suivante: 
rhamnose 0,469 mg 2,9 % 
arat'inos'? 0,21 4 mg 1,3 % 
xylose 0, 175mg 1,1 % 
g:;il,3ct0s:1 5,657 mg 35,5 % 
g11Jcc1s1:- 9,43 mg 59, 1 % 
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Photo n· 10: Chromatographie sur couche mince des fractions récupérées après un 
t raitement de 56 H à rhémicellulase. 

1 . : r hamnose 
2 . : fucose 
3 . : acide galacturonique 
4 . : acide glucuronique 
5 . : arabinose 
6 . : xylose 
7 . : glucose 
B. : galactose 
9 . : mannose 
10 . : fraction H4• traitée au TFA pendant 2 H à 12o·c 
11 . : fraction H1

56 non traitée au TFA 

12 . : fr ac lion H3 • non traitée au TFA 
• 13 . : fraction H4 non traitée au TFA 

La frac lio n H 1
56 ne migre pas et correspond donc à des fragments 

ol igosaccharidiques de grande taille. Quant aux fractions H3 • et H4 • • elles sont 

composées de fragments oligosaccharidiques de tailles suffisamment petites pour 
encore migrer en couche mince. Ces deux dernières fractions vont être analysées 
plus en déta il par chromatographie en phase gazeuse. 
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RT AREA TYPE WIDTH 
1.889 21592 BB .832 
1.377 17123 VY .843 
1.430 122S?. VY .842 

1,/') 1.528 1~595 VY .836 -- 1.689 5424 vv .836 ""' .., 1.756 9869 YB .841 
2.824 390410 PB .860 
3.189 440379 PB .866 

~ ..... 
o.::- 3.345 55327 PB .846 
<C 
~ 
V, 

Fig . 47 : Chromatogramme des adtates d"aldl lols obtenus à partir de la fraction H4 • 
isolée lors de 11'ydrolyse de 56 heures du polysaccharide Fa par 11'émicellulase. Les 
fractions majoritaires sont de nouveau le glucose el le galactose . On y observe 
également des traces de rh1mnose. d'1rablnose el de xylose. 

Les deux f ractions H/ et H/ sont effectivement riches en gal actose et 

glucose Pour la fraction H3" , nous avons un rappor t glucose : galactose de 

1,2; tandis que la fracti on H/ est caractérisée par un rapport de 1,6. De 

plus, ces deux frac t ions contiennent très peu d'arab inose, ce qu i confirme 
les résu l tats de la chromatographie réalisée sur couche mince des produi ts 
d'hydrolyse au TFA de la fraction H1

120 

11 fall ait ensuite vérifi er le degré de polyméri sation des fragments 
ol igosacchari diques contenus dans les fractions H/ et H/. Pour cela nous 

avons réalisé une chromatographie sur couche mince de ces fractions non 
hydrolysées au TF A (photo 1 0). On remarque d'une part qu'i 1 n' y a pas de 
monomères de gal actose ni de glucose dans l'échant illon H/ (piste 13, 

pr1oto 10); et, d'autre part qu'il y a une substance qu i migre et qui ne 
correspond à aucun monomère susceptible de se retrouver dans le 
polysacchari de. La fracti on H/ (p iste 12, photo 10) donne éga lement 

un spot légèrement plus haut qu i lui non plus ne trouve pas 
de correspondance avec un des monomères ut i li sés comme standard. La 
di ffér1?nce de compor tement en couche mince de ces deux frac t ions peut 
ë~re attribuée à la var iati on du rapport glucose/gal actose. La fraction 
H1

56(piste 10, photo 10) ne migre pas, suggérant un degré de 
~,.i ,, ~,.:. ,. , ~..,• 1· "n e· 1e·v·e· U t.1 ~1 1r• r:- i 1:i<.1lll . 

AREA% 
:> . ~5085 
1. 94358 
1. ~4t~ 
2.11867 

. ~1566 
1. 12920 

34.9Qf370 
49.98621 
~-i~01 
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... Jusqu'à pr ésent, nous savions qu'une hydrolyse du polysaccharide Fa 
libérait pl usieurs fractions oligosaccharidiques. Les oligomères libérés 
lors de l'hydrolyse de 56 heures étaient reconnus par le 6G3 mais les 
monomères libérés par l'hydrolyse de 120 heures ne l'étaient plus. 11 est 
c lai r que l' épi tope reconnu par l'AcMo 6G3 n'était pas un monomère. Nous 
avons ensuite déterminé le degré de polymérisation moyen de ces 
oligomères au moyen d'une chromatographie sur colonne de Bio-Gel P6. 

3.8.3. - Détermination du degré de polymérisation moyen de l'épi tope 
reconnu par l'AcMo. 

Un orél1m inaire indispensable à cette détermination était l'étalonnage du 
gel Bio-Gel P6 utilisé pour séparer les produits d'hydrolyse du 
polysaccharide Fa par l'hémice 1 lulase. 
Le vol ume mort V

0 
du gel a été déterminé au moyen de bleu dextran (Blue 

dext. ran 2000, Pharmacia) et équivalait à 22 ml. 
Pour l' étalonnage proprement dit, nous avions utili sé le glucose et du 
maltohept aose dont les volumes d'élution (V) sont respectivement de 76 e 
et 45 ml. Connaissant la masse moléculaire du glucose ( 180 daltons) et 
cell e du ma ltoheptaose ( 1153 daltons), il nous a été possible de tracer une 
droite d' étalonnage (fig. 48) où, en abscisse, on reporte le logaritrim e· de la 
masse mol éculaire et, en ordonnée, le K égal à (V -V )/(Vl-v ) avec Vt av e o o 

(vol ume total) = 89 m 1. 

0,8 

0 ,7 

> -. 0,6 
~ 

0,5 

0,4 

0,3 -t------.-----,....,.....,....,..----,--.--...,.-,........,~ 

102 103 
Log(masse moléculaire) 

104 

Fig . 48 : Droite dëtalonnage du gel de chrom1logr1phie Bio-Gel P6 (V O = 22 ml). 

le gel I Hé Halonné en utilisant du glucose ( 180 daltons, Ve = 76 ml) et par du 
maltoheptaose (1153 daltons. Ve a 45 mil. 
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Pour trouver le degré de polymérisation des fragments oligosaccharidiques 
reconnus par l'AcMo, il faut se référer au schéma d'êlution des produits 
d'hydrolyse du polysaccharide Fa lors d'une digest ion à l'hém ice l lulase de 
56 r1eures (fig. 42 ). Le pic H/, qui rassemble les pics H2

56, H3
56 et Hi6, 

s'é lue en t re 55 et 70 ml, ce qui équivaut à des Kav de 0,49 et 0,71 

respectivement. Si on reporte ces valeurs sur la droite d'étalonnage, on 
constate qu'elles correspondent à une gamme de degré de polymérisation 
compris entre 2 et 4. Comme le pic H/ englobe 3 pics, i 1 nous est difficile 

de conna ître exactement la taille minimale de l'épitope reconnu par l'AcMo. 
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3.9.- Discussion générale. 

Au terme de ce travail, nous possédons un polysaccharide Fa isolé du 
surnageant de culture en suspension de compagnon blanc, purifié et 
caractérisé quant à sa composition monomérique. Nous avons de plus un 
polysérum et une lgM monoclonale spécifiques de ce polysaccharide. Un des 
buts de la production d'AcMo étant d'étudier la conformation des 
polysaccharides pariétaux, nous avons ut i 1 isé nos résultats pour tenter 
d'inférer sur la structure de ce polysaccharide Fa. 

Le polysaccharide Fa contient peu d'acide uronique, il n'est pas sensible à 
l'action de la pectinase et n'est pas reconnu par un AcMo anti-pectine 
(2F4). Il est donc clair que si des séquences homopolygalacturoniques 
existent dans ce polymère, elles doivent être d'une longueur très réduite, 
inférieure à un degré de polymérisation de huit. Cette présence d'acide 
uronique dans une hémicellulose n'est pas exceptionnelle : Shimizu et 
Samuelson ( 1973) cités par (3), ont détecté des résidus rhamnosyls et 
galacturonosyls dans une xylane purifiée de bouleau. 

Le polysaccharide Fa, sensible à la drise lase, révèle par chromatographie 
en phase gazeuse une teneur importante en xylose. Ces deux propriétés 
sont caractéristiques des hémice l luloses de type xylane dont la chaîne 
principale est constituée d'un agencement répété de résidus xyloses en 
1 iaison ~-1,4-. Sur cette épine dorsale se greffent des chaînes latérales de 
compositions variables dans lesquelles on doit retrouver les oses neutres 
détectés par CPG. 

Cette conformat1on du polysacchar1de permet d'1nterpréter plus facilement 
les résultats des hydrolyses à l'hémicellulase. Une hydrolyse de 56 heures 
ne détruit pas l'épitope contrairement à une hydrolyse de 120 heures. Ces 
deux hydrolyses sont caractérisées par l'élution d'une fraction 
glycosidique de haut poids moléculaire quittant le gel à Vo, mais la 
digestion de 56 heures laisse subs1ter des ép1topes reconnus par l'AcMo, ce 
qui n'est pas le cas de la d1gest ion de 120 heures. Le rés1du de haut poids 
moléculaire qui résiste à cette longue digestion contient essentiellement 
du xylose ainsi qu'une certaine quantité d'arabinose. On en déduit que 
l'épitope reconnu par l'AcMo 6G3 se trouve au niveau des chaînes latérales 
que l'hémicellulase utilisée détache de la chaîne principale de xylose. On 
retrouve d'ailleurs ces épltopes à des volumes d'élut1on beaucoup plus 
gran~s lorsqu'on chromatographie les produits d'hydrolyses modérées (24 
et 56 heures) du polysaccharide Fa et qu'on.les soumet à un test ELISA 



67 

Les volumes d'élution auxquels on les retrouve correspondent à des 
o 1 igosaccharides de degrés de polymérisation compris entre 2 et 4. Des 
épltopes aussi courts sont probablement séquentiels. Par chromatographie 
en phase gazeuse des plus pet i ts fragments oligosaccharidiques encore 
reconnus par l'anticorps, nous avons pu établir que l'épitope éta it composé 
essentiel lement de glucose et galactose. 

Nous retiendrons donc comme modèle généra 1 du polysaccharide Fa, 
l'hypothèse d'une molécule linéaire de xylose, "hérissée" de chaînes 
latérales de galactose et de glucose. 

Les rés idus xyloses sont quantitativement maj oritaires dans le 
polysaccharide étudié. On s'attendait donc à trouver, lors du cr iblage, des 
Ac orientés contre cette fraction xylose majoritaire, c-à-d contre la 
chaîne principale de la molécule. Or, on constate curieusement que l'AcMo 
que nous avons produit est orienté contre une fract ion riche en ga I actose 
et glucose. Comment expliquer l 'absence d'Ac contre la chaîne principale de 
xyl ose? 

Le polysaccharide Fa, après in j ection aux souris, perd son intégrité au 
niveau des macrophages. En effet, dans l'élaboration d'une réponse 
immunita ire antigène-dépendante, ce n'est pas l'antigène tout entier qu i 
est reconnu comme ét ranger 1 mais seulement un ou plus ieurs si tes 
particuliers de celui-ci . Ces sites sont découpés dans l'antigène au niveau 
des macrophages. Dans le cas du polysaccharides Fa, i 1 est hautement 
probable que cette dégradation ait réussi à débarrasser la chaîne 
principale de xylose de ses chaînes latérales 1 et donc d'exposer aux 
lymphocytes T à la fois des fragments de chaînes latérales et des 
fragments de la chaîne princ ipale. Si tel est le cas, les souris peuvent très 
bien avoir produit des anticorps contre la chaîne principale de xylose. 
Pourquoi ces anticorps n'ont-ils pas été détectés lors du criblage? 

On se rappellera que le criblage des surnageants de culture des hybridomes 
a été réal lsé sur le po lysaccharlde Fa ent 1er 1mmob1 lisé au fond des 
micropuits. 11 est probable que les chaînes latérales ont constitué un 
obstacle stérique à l'approche d'éventuels anticorps spécifiques de la 
chaîne principale de xylose. Ces éventuels anticorps n'auraient simplement 
pas été détectés lors du criblage. 

Une deuxième hypothèse, moins plausible, postule que le polysaccharide Fa 
ait conservé partiellement sa conformation de molécule branchée au 
nive~u des cellules présentatrices de l'antigène. La chaîne principale de 
xylose aurait été masquée par la présence des chaînes latérales et i 1 n'y 
aurait donc pas eu d'anticorps produ1t contre la fract ion xylose 
majoritaire. 
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La vérification la plus simple de ces hypothèses consisterait à tester un 
sérum de souris immunisée avec le polysaccharide Fa contre le résidu 
d'hydrolyse de 120 heures à l'hémicellulase. Une réponse positive 
confirmerait le modèle proposé sur la conformation du polysaccharide 
ainsi que la production d'anticorps contre la chaîne principale de xylose. 
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Le but de ce travail éta1t de produire des ant1corps monoclonaux contre une 
hém ice l lulose du surnageant de culture de cellules cuit ivées en suspension 
de Sllene alba, le compagnon blanc. 

Nous avons séparé un polysaccharide Fa par précipitation à l'éthanol, 
chromatographie d'échange d'ions et tamis moléculaire. Par 
chromatographie en phase gazeuse, nous avons déterminé que ce 
polysaccharide contenait 37,8 % de xylose, 24,3 % de glucose, 17,9 % de 
galactose, 16,3 % d'arabinose ainsi que des traces de rhamnose et de 
mannose. Ce polysaccharide contient également 3,2 % d'acides uraniques et 
3,7 % de ses monomères constitutifs sont réducteurs. Sensible à la 
digestion à la driselase, le polysaccharide Fa est une xylane qui ne 
correspond pas aux xy l anes décri tes dans la littérature. 

Nous avons produit un sérum et un anticorps monoclonal contre cette 
xylane. L'épi tope est porté par des chaînes latérales composées de glucose 
et de galactose, greffées sur le squelette linéaire de xylose. Cet épitope 
est formé de deux à quatre monomères. 

Des perspectives à court et à long terme se dégagent de ce travail. En ce 
qui concerne la xylane que nous avons purifiée, des analyses par 
méthylation, chromatographie en phase gazeuse et spectrométrie de masse 
et des analyses par RMN du 13c permettraient de caractériser le type de 
1 i ai sons présentes dans le polysaccharide et de déterminer 1 a séquence 
exacte de l'épi tope reconnu par l'AcMo 6G3. 

Le fait que cet anticorps monoclonal 6G3 est une lgM ne nous permet pas 
d'envisager son couplage à un gel pour la réalisation de chromatographies 
d'affinité. Cet anticorps, intact ou réduit à l'état de monomères, peut 
cependant être utilisé pour des marquages immunocytochimiques. On 
pourrait ainsi localiser ln situ le polysaccharide aussi bien en 
microscopie optique qu'en microscopie électronique, et étudier ses voies 
de synthèse. 

Un couplage du polysaccharide natif ou de fragments de celui-ci à une 
protéine "carrier" aurait vraisemblablement permis d'isoler plus de clones 
lors du criblage et de diversifier l'isotypie des immunoglobulines 
produites. Le criblage, lui-même, aurait pu être optimisé en testant les 
surnageants de culture des hybridomes sur des fragments 
polysaccharidiques plutôt que sur le polymère natif. 
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A long terme, la production d'une gamme d'AcMo caractéristiques de motifs 
oligosaccharidiques déterminés permettrait de reconstruire par de 
simples tests ELISA, épitope par épitope, la structure et la conformation 
d'un polysaccharide inconnu. L'avantage, en effet, de ces sondes 
immuno logiques est de reconnaître aussi bien des séquences que des 
conformations particulières. La mise au point d'une telle méthodologie 
faciliterait grandement l'étude de la paroi cellulaire végétale, des 
relations entre ses polymères constitutifs et de la signification 
physiologique à accorder à des molécules aussi diversifiées. 
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