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Contibution a la cartographie d'épitopes B sur Ila
protéine de fusion du virus respiratoire syncytial
bovin (BRSV).

MARASCHIELLO Ciriaco

Résumé

Le virus respiratoire syncytial bovin ou BRSV (famille paramyxoviridae, genre
pneumovirus) est 1a principale cause des maladies respiratoires infectieuses chez les
jeunes bovins.

Parmi les 8 protéines structurelles du BRSV, la glycoprotéine de fusion (F) est la
principale cible de la réponse immunitaire humorale. Celle-ci favorise la production
d'anticorps neutralisants et non neutralisant. Ces anticorps neutralisants sont
réputés protecteurs tandis que la réponse non-neutralisante est vraisemblablement
impliquée dans les phénomenes immunopathologiques, associés a l'infection.
L'étude de la cartographie des épitopes B de cette protéine est donc primordiale.
Dans ce but, I'expression de la protéine F en fusion d'une protéine de liaison au
maltose (vecteur p-MAL-cR1) fut réalisée en vecteur procaryote E. coli. La mise au
point de tests de reconnaissance de lysats bactériens a l'aide d'anticorps
monoclonaux anti-F fut entreprise. Des fragments de la protéine F ont été obtenus
soit par digestion séquentielle soit par amplification PCR. Leur clonage en vecteur
p-MAL-cR1 permettra leur expression. L'analyse de la réactivité des anticorps
monoclonaux avec ces fragments protéiques constituera une premiére cartographie
des épitopes B portés par la protéine F. Certains fragments pourront alors étre
utiliser dans le but d'induire une réponse hautement neutralisante.
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Ordre de |Taille des | Nombre Poids Emplacement | Fonction Propriétés
succession |mRNAs, d'acides moléculaire™b additionelles de la
des génes, |queue de aminés® Lilodalton protéine
3'-5 mRNAs
exclue®
NS1 528 139 15.6 Pas dans virion Inconnue Légeérement acide
NS2 499 124 14.7 Pas dans virion Inconnue Basique
N 1197/1196 |391/391 43.5/42.6 Nucléocapside Protéine Abondante et fortement
structurelle  de | complexée au RNA
nucléocapside génomique
P 907 241 27.1 Nucléocapside Composante de | Phosphorylée, relativement
la polymérase? | acide, pas de cystéine ni de
tryptophane
M 952/938 256/256 28.7/28.7 Partie interne de | Recouvrement | Relativement  basique et
l'enveloppe virale | intérieur de | hydrophobe. Le géne présente
I'enveloppe une deuxiéme ORF qui
virale chevauche partiellement
I'extrémité COOH terminale de
la région codante du géne M,
cette ORF code pour 75 acides
aminés
SH 405/566 64/73 7.5/8.4 Surface des cellules | Inconnue Structure fortement
infectées hydrophobe de 28 acides
aminés. Insertion dans les
cellules infactées via
I'extrémité C-terminale
G 918/838 298/257 32.6/28 Suface de | Attachement au | Haute teneur en sucres, dont
84-90 l'enveloppe virale | récepteur de la 90% sont liés a dﬁ résidus
cellule-cible Sérine ou Thréonine. La
protéine a un  taux
inhabituellement haut de ces
deux acides aminés (31%) et
ne comporte pas de séquence-
signal NH, terminale. Elle
semble ancrée dans la
membrane via une région
hydrophobe.
F 1899/1892 | 574/572 63.5 Surface  de|Fusion  de|Domaine dancrage COOH-
68-70 l'enveloppe virale lgnveloppe terminal et peptldb-slgnn.l du
virale avec la | c6té NH,. Clivée en deux sous-
cellule-cible, unités F; et F; reliées par pont
formation  de | disulfure. F, relativement
syncitia hydrophile et contenant quatre
a cinq sites pour l'addition de
sucres N-liés. F, présente un
domaine de fusion hydrophobe
NHz-termma.l
M2 22K) |957/958 194/186 222 Enveloppe virale | Inconnue Hydrophile et trés basique.
Gene présentant une deuxiéme
ORF capable de coder 90
L 6578 2165 250 Nucléocapside Polymérase? Faible abondance dans les

virions et les cellules infectées.

a Chiffres concernant le HuRSV/BRSV,
b Chiffres montrant le poids moléculaire avant (au-dessus) et aprés (en-dessous) glycosylation.

TABLEAU 1.1
Caractéristiques des génes viraux du RSV (d'aprés Chanock & MacIntosh, 1990)




INTRODUCTION

1. HISTORIQUE - GENERALITE

Le HRSV (Human Respiratory Syncytial Virus) et le
BRSV (Bovine Respiratory Syncytial Virus) appartiennent a la
famille des paramyxoviridae et sont du genre pneumovirus.

PARAMYXOVIRIDAE : - PARAMYXOVIRUS (activite neuraminidasique
et héemagglutinique)

= APNEUMOVIRUS ¢
/ sous—type A
HRSV \ sous-type B
BRSV - differents sous-
types
PMV : Pneumonic Murine Virus
TRT : Turkey Rhinotracheitis
Virus
- MORBILIVIRUS

Aucune activiteé neuraminidasique et hemagglutinique ne
leur est associee.

Le HRSV est la cause principale de maladies
respiratoires infectieuses chez les enfants de moins de
guatre ans (R.M. CHANOCK AND MC INTOSH, 1990).

Le BRSV est, gquant a lui, le facteur etiologique le
plus important des maladies respiratoires chez les veaux de
moins de neuf mois. Ce virus fut isolé pour la premiere
fois par WELLEMANS, en Belgique, et par JACQUIER (MF.
PACCAUD et C. JACQUIER, 1970) en Suisse.

Ce virus, de repartition mondiale, est responsable
d épidémies qul apparaissent principalement au debut de
l1"hiver et occasionnent des pertes economiques importantes.

Le HRSV et le BRSV partagent des caractéristiques
structurelles (KENNEDY et AL, 1989; LERCH et AL, 1989),
antigéniques (TAYLOR et AL, 1989; LERCH et AL, 198%9; OWELL
et AL, 1987), épideéemiologiques et pathologiqgues.
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Figure 1.1 : Représentation schématique d'un virion du RSV sortant
d'une cellule infectée.




2. DESCRIPTION DES VIRUS HUMAINS ET BOVINS

2.1. Structures des virus (figure I1.1)

Les RSV (humain et bovin) sont des virus enveloppes
renfermant une nucléocapside hélicoidale contenant un
genome formé de simples brins d ARN neégatif d’'une
longueur de 15 Kb.

Grace a diffeérentes études, on a pu montrer que le
génome du RSV code pour 10 mRNA monocistroniques
traduits en protéines lors de 1 'infection

Sa carte géneétique est la suivante :

3 =TC/NSL=1B/NS2-N-P=M=1A/SH=G6-F—22 K/M2-L—5"

2.2. Description des proteines

Huit de ces dix proteéines sont structurelles, seules les
protéines 1B et 1C ne le sont pas. Les glycoproteéines
majeures exprimées a la surface des cellules infectees
et a la surface de 1'enveloppe virale sont la protéine
de fusion (F), la proteéine d’'attachement (G) (voir
tableau I.1).

NS1/NS2/SH

NS1 (1C) = NS2 SCLE)

Ces deux proteéines ne sont pas structurelles, c’'est-a-
dire gqu'elles sont detectées dans les cellules
infectees et non dans les virions.

Leur poids moléculaire est de 15,6 kD pour la premiere
et 14,7 kD pour la seconde. On ne connait pas leur
fonction.

SH (14)

Cette proteine a un poids moléculaire de 7,5 kD et a un
noyau hydrophobe de 28 AA ce qui luil permet de s’ancrer
au niveau de la membrage cellulaire. Celle-ci ne se
retrouve pas dans le virion et sa fonction est inconnue.
Elle existe sous gquatre formes glycosylées (15 kD — 30 kD)
et non glycosyleées (4,8 kD - 7,5 kD).
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Figure 1.2 : Structure linéaire de la protéine G du sous groupe A (souche
A2) et comparaison a la protéine correspondante d'une
souche du sous groupe B (18537).
N = sites potentiels de N-glycosylation.
I = sites potentiels de O-glycosylation.
C = résidus cystéine extracellulaires.
Les chiffres indiqués sous la structure reorésente le pourcentage
d’homologie entre les séquences des sous-groupes A et B.
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Trois protéines sont présentes dans la nucleéocapside

nucléoproteine 43,5 kD
phosphoproteine 27,1 kD

N
P
- "large protein" 250 kD

N est une protéine abondante gui a une fonction struc-—
turelle et est complexée avec le RNA genomique.

La protéine L contient 2165 Acides amineés (DAVID STEC
AND PETER COLLINS, 1991) et serait la RNA polymerase
virale dont la protéine P serait la sous—unite regula-
trice (R.M. CHANOCK AND MC INTOSH, 1990). Il est a
remarquer que la proteine P est fortement phophorylee.

M/M2 (22K)

M est la proteine de matrice et a un poids moleculaire
de 28,7 kD. 0On ne connalt pas sa localisation exacte
dans 1 'enveloppe virale. O0On a aussi trouve une seconde
proteéeine de matrice : M2 (22 kD). M2 est hydrophobe et
de fontion inconnue.

Proteine G (figure 1.2)

C'est une glycoproteine d enveloppe.

La protéeine G mature fait 84 - 90 kD : plus de 60 % de
son poids moleculaire est attribué a des chaines late-
rales d’'hydrate de carbone dont 20 %Z sont de type O

lies (fixeées & un résidu sérine ou thréonine). Les 10 %
restants sont de type N - liés, et seraient fixes aux
residus asparagine de la séquence acceptrice Asn — x -
Ser/Thr (voir figure).

Toutes ces glycosylations (de type N et 0) sont impor-
tantes pour 1 'expression de la protéine G a la surface
cellulaire (G.W. WERTZ et AL, 1989).

La protéine G est ancree dans la membrane par une region
hydrophobe situee du coté NH2 - terminal (AA 41 —--> 62).
A remarquer que le céte carboxyterminal est orienté du
coté extracellulaire (R.A. OLMSTED et AL 1988). i
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Figure 1.3 : Structure linéaire de la protéine F du RSV
= région hydrophobe
+  cystéine
Y site de clivage
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La glycoproteine G a une fonction d’'attachement (WALSH
et AL, 1983), de fixation & sa cible cellulaire. Les
comparaisons entre les sequences des proteines G des
différentes souches virales ont réveéle 1l 'existence
d'une reégion gqui peut €tre impliquee dans 1l'attachement
au=secepteur de la cellule hote. C’'est une des rares
regions conserveéees de treize acides amineés (164 —->
176) dans laquelle on retrouve deux résidus cystéines.
Il yv a aussi deux autres résidus cystéines aux
positions 182 --> 1846 qui sont conserveés, eux aussi.
Donc, quatre cystéines (AR hydrophobe) regroupées en
cluster dans une région de 14 AA (173 —-> 186) semblent
trés importantes pour la fonction d'attachement & la
cible cellulaire (K. MC INTOSH AND R.M. CHANOCK, 1990)
(voir Tigure I.2).

La proteéine G du BRSV est diffeéerente tant au niveau
antigénique gu’au niveau de sa séquence primaire de ce-—
lle du HRSV. Il est & remarquer gque les différences
entre les deux protéines seraient responsables du fait
que le HRSV et le BRSV infectent, in vitro, des types
de cellules différents.Ces différences rendraient
compte aussi de la specificité d'especes.

En effet, LERCH et AL (19920) ont montré que la région
de 13 AA impliquée dans la fonction d’'attachement chez
les sous—groupes A et B du HRSV n'est gque partiellement
conservee au niveau de la proteine G du BRSV.

Les quatre reésidus cystéines sont, quant a eux, conser-—
ves au niveau de la protéine G des deux virus.

G pourrait se lier & la protéine F, probablement par
ponts disul fures (P.L. COLLINS AND G:. MATTET, 1991).
En effet, ARUMUGHAM et AL(198%9 a) detecterent de
petites quantités d’'hétérodimeres F - G au niveau des
cellules infectees.

Proteine F (figure I1.3)

F est également une glycoprotéine d'enveloppe.

Elle est responsable de la fusion des membranes virales
et cellulaires. Elle rend donc possible la pénétration
du virus dans la cellule hote et la formation de
syncytia (WALSH et AL, 1985).

L




En ce qui concerne 1l'organisation generale de la
protéine F : son squelette protéique a un M de 53,9 kb«
Elle a un peptide-signal & son extremité NH2 - terminale
et un domaine d’'ancrage a la membrane a son extremite
carboxyterminale (voir figure ci-dessous).

La protéine F est synthétisée en un précurseur Fo (69 kD)
qui est N - glycosylé. Ce précurseur sera ensuilte
processeé par endoprotéolyse en deux sous—unités F1 (49
kD) et F2 (20 kD) qui sont unies par ponts disulfures
(FERNIE «et-AL, 19855 -GRUBER-AND : LEVMINE,; 1985 b). Il
semble que la formation du virus infectieux dépende

d'un processus analogue decrit chez les paramyxovirus
clivage enzymatique post-translationnel de Fo (ANDERSON
et AL, 1989).

F2 est du coté NH2 et est relativement hydrophobe. Elle
contient la plupart des sites d’'attachement des chaiInes
latérales glycosyleées de type N (K. MC INTOSH and R.M.
CHANOCK, 1990).

I1 est a noter que, au contraire de la proteine G, la
protéine F a son extrémité NH2 - terminale orientée de fagon

extracellulaire.

COOH NH2

sk |

F : glycoprotéeine de type I
G : glycoprotéine de type II

NH2 COOH

Lors de la biosynthése, il y a oligomérisation de la
proteine F au niveau du reticulum endoplasmique. En
effet, les protéines F formeraient des tétrameres. Les
sous—unites F1 constitueraient le noyau du tetramere.
Les sous—-uniteés F2, elles, seraient orientées de fagon
externe.

Le clivage de ce précurseur Fo en F1 et F2 semblerait
prendre place au niveau du trans=Golgi (P.L. COLLINS
AND G. MBTTET,; 1991 ).

Cette maturation de la protéine F semble @tre une con-
dition nécessaire a son transport vers la surface cel-
lulaire. La glycosylation faciliterait le clivage
(P.L. TCOEEINS -aND G. MOTTET,  1991%).




Pourcentage d'homologie de séquence
Nucléotides/Acides aminés
BRSV/HuRSV A* BRSV/HuRSV B* HuRSV A/HuRSV B*

F 75 80 75 81 82 90

G 31.7 29 50.8 30 67.4 53

M 74 89
M2 69 80 80

N 81 93 81 93 86 96
SH 50 38 49 36 76 78

a Les sous-groupes sont représentés par les souches "prototypes", a savoir 42 pour le sous-
type A et 18357 pour le sous-type B.

TABLEAU 1.2
Homologie entre les diverses séquences déja obtenues pour le RSV
(voir texte pour les références)
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La séquence de six acides amines basiques consecutifs
(Lys. (13X) = Lyis. = “Arg. = Lys — Afg ~—"Arg (136)) en
amont du site de clivage (voir figure) ser de.site
d’'action pour des proteases cellulaires. Cette dige-
stion va libérer la partie NH2 - terminale de F1 qui
est hydrophobe et qui est responsable de 1 ' activite
fusogénique (Phe (137) - Leu - Gly - Phe - Leu - Leu -
Gly'= (143))~=

Comparaison sequence F HRSYV - F BRSV

Par sonde cDNA, anticorps monoclonaux,antiseérums bovins
et humains et par séquengage,notre laboratoire a compa-
re la souche RBP4 (WELLEMANS AND LEUNEN, 1985) du BRSV

aux souches humaines (WALRAVENS et AL, 19%90).

Il vy a environ 75 Z d’identiteé entre les séquences co-
dantes de mRNA de la protéine F du HRSV (sous—types A
et B) et celle de la souche bovine RB 94.

La sous—-uniteé F1 de RB94 a,respectivement, 88 %Z et 89 %
d'homologie avec les sous—-types A et B du HRSV. L’ homo-
logie concernant la sous-unité F2 est quelque peu
inferieure (467 7% et 6B % ,voir tableau 1.2).

Il semblerait qu'une plus grande pression seélective ait
eté appliqueée au niveau de la région F1l (conservation
de 1'activiteé fusogénique) (WALSH et AL, 1986).

Il v a guatre sites accepteurs potentiels de glycosy-
lation de type N au niveau de la protéine F de la
souche RB94.

Trois d'entre eux sont bien conservés chez les souches
humaines (figure : position 27, 70 et 500). Deux
autres sites de N - glycosylation sont présents chez
les souches humaines et absents de la souche bovine (K.
WALRAVENS et AL, 19%90).

2.2. Souches virales humaines et bovines (tableau 1.2)

— Souches humaines

Sur base de la reactivite avec des anticorps mono-
clonaux (MoABS), de 1 'antigénicité et de la masse
moléculaire (surtout au niveau de la protéine P), deux
sous—groupes A et B ont été identifiés (MUFSON, D.A.,
19850 %




Ces deux sous—groupes presentent des differences
antigéniques au niveau de la proteine G mais aussi et
dans une moindre mesure au niveau de la protéine F et
des protéines N et P (GIMENEZ, N.B., 1986).

Il a été deéemontreé
co—-circulent dans
il n'a pas encore
souches de chaque

que les souches des deux sous—types
le temps et dans 1'espace. Enfin,
eté deémontré clairement que les
sous—type presentailient des degres

de pathogéniciteé differente (HENDRY, R.M., 1986).

Souches bovines

Les anticorps monoclonaux diriges contre la glycopro-

téine G (protéine

d’attachement) des sous—groupes A

et B du HRSV ne reéagissent pas avec le virus bovin
(BAKER et AL, 1992). Les sérums polyclonaux humains

et bovins ne sont

pas '"cross—-reactifs" en ce qui con-

cerne la glycoproteine G. Etant donné que les diffée-
rences antig®&niques majeures se situent au niveau de
la proteine G pour les sous—groupes A et B, ces
resultats suggerent que le BRSV appartient a
un_groupe antigenique different de celui du HRSV.

De plus, le séquencage du gene de la glycoprotéeine G
du BRSV révele une homologie de séquence de 29 a 30 %
seulement, avec les souches humaines (LERCH, R.A.,

19907.

En ce qui concerne la protéine du fusion (F), celle
du HRSV et celle du BRSV présentent des caractéris-—
tiques comparables.

Certaines différences ont tout de méme été mises en
évidence au niveau de masse moléculaire de certaines

proteines du BRSV

(BRKER et AL, ©1922).

Certaines analyses d'antigénicité ont montré gque le
BRSV serait, lui aussi, divisé en deux sous—-groupes

(WALRAVENS et AL,

manuscript en préparation).On a

aussi releve des diffeérences de poids moléculaire
au niveau des proteéinesP et F du BRSV; ceci étant da
a des modifications post—-translatiocnnelles différentes

de celles du HRSV
1988 et 1990).

(JOHNSON, PR« and 'P.L. COLLINS,




3. LA PATHOLOGIE ASSOCIEE AUX INFECTIONS HRSV - BRSV

La pathologie associeée aux infections par ces deux
virus est similaire a celle provoqueée par d'autres virus :
bronchiolyse accompagnée ou non de pneumonie. Durant la
bronchiolyse, il y a nécrose cellulaire.’

Occasionnellement, on observe aussi une prolifération
de 1l'épithélium bronchique et destruction des cellules
epitheliales ciliees (AHERNE W. et AL, 1970).

Les leéesions histologiques sont caractérisées par des
infiltrations de lymphocytes, de cellules plasmatiques et de
macrophages au niveau des bronches et des parois alveéolaires.
Les tissus sous—-muqueux et adventiciels deviennent oedémateux
et la sécrétion du mucus est excessive.

Tout ceci conduit & 1'obstruction des bronchioles avec
collapsus ou emphysemes. L’ 'état peut s’aggraver et donner
une pneumonie : épaississement des parois accompagneé d’une
infiltration de cellules mononucléaires et les espaces alveé-
olaires sont remplis de liquide (K. MC INTOSH AND R.M.
CHANOCK, 1990).

Chez certains jeunes veaux, des syncytia avec des
inclusions éosinophiles sont observées dans les alvéoles
(WELLEMANS et AL, 1990).




4. LA REPONSE IMMUNITAIRE CONTRE LE RSV

4.1.

4.2,

Etat de la guestion

- En ce qui concerne les moyens de defense mis en place

par 1’'organisme pour se protéger de 1 ' infection par
le virus, plusieurs faits sont difficilement expli-
cable: des enfants ou des veaux souffrent dans leurs
premiers mois de vie de pneumonies a RSV alors qu’'ils
devraient €tre protégés par leurs anticorps maternels.

- On ne comprend pas aussi le fait qu’'il puisse y avoir

avoir tant chez 1'enfant que chez le veau,réinfection
méme en preéesence d’'anticorps circulants a un taux
assez eleve.

_ Quels sont les mécanismes immunologiques impligués

dans la pathogénie de 1 ' affection quil seraient
en tout ou en partie responsables des lésions tissu-
laires observeées?

_A gquoi est dG le fait qu’ aucun vaccin ne soit dispo-
nible pour le HRSV et pourquoil ceux reéaliseés pour le
BRSV soient peu efficaces?

Modeles

De nombreux travaux ont eté réaliseés sur le HRSV
mais la plupart d'entre eux découlent d’'essais
effectués sur des animaux de laboratoire (souris
Balb/c et rat Cotton) chez qui on ne sait qu’impar-
faitement reproduire la maladie, ce qui limite
certaines interprétations.

Quant aux travaux sur le BRSV, ils sont encore tres
fragmentaires et ne permettent pas d’'avoir une vue

d'ensemble sur 1'origine des problemes immunologiques
associeés a une infection par le BRSV.
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4.3. Reéponse immunitaire lors d'une infection

4.3.a. Cinétique

On observe dans les poumons de souris Balb/c
infecteées par le RSV une reponse T cytotoxique
(CTL) spécifique qui atteint un niveau optimal
du septieme au neuviéme jour.

Cette réponse CTL locale est préceéedée d une
réponse lymphoproliférative rapide spécifigue

du virus. Apres infection, on observe aussi

une production d’'interféron accompagnée d’ une
activiteée cytotoxique de type NATURAL KILLER (NK).

Cette réponse cellulaire cytotoxique CTL et NK,
qui est la premiere a3 apparaitre apres infection,
est treés importante pour l1'élimination du virus
des poumons.

Lorsque la réponse humorale est declenchée, le
virus est pratiquement absent de tous les
tissus (ANDERSON et AL, 1990).

11 appara®t que cette réponse humorale ne joue-
rait un role que lors de reinfections et
n’'interviendrait pas dans 1l'é@limination du
virus lors d'une premiere infection.

4.3.b. Reéponse cellulaire

Le principal antigene reconnu par les CTL est
22K puis en ordre décroissant : N, F, M, SH
(1A), 1B (CHERRIE et aL, 1992).

On a montré que le transfert passif de cellules
CTL speécifiques du RSV a des souris immuno-
deficientes permet a ces souris d'éliminer le
virus (CANNON et AL, 1987).

De plus, si on neutralise le systeéme lymphoide
B (traitement par anticorps anti-u), les souris
ainsi traiteées se débarrasseront aussi bien du
virus que celles dont le systeme lympholde B
est intact.

Une autre preuve de 1 importance de la réponse
CTL est la suivante : des souris traitées a
l'aide d'anticorps anti-CD4 et anti-CD8
eliminent plus difficilement le virus que des
souris non traitees .

Cependant, si il est acquis que le systeme im-—




munitaire cellulaire est important pour
l'élimination de 1'antigene viral dans les
poumons infectés, il est également admis que
celui-ci joue un role important dans les pro-
blemes immunopathologiques associes a cette
infection. Ce point sera développeé par
ailleurs.

4.3.c. La réponse humorale

Chez les enfants atteints par le H RSV, les
deux glycoprotéines externes (G et F) sont les
principales cibles d'une réponse immunitaire . :

— Des séra polyclonaux dirigeés contre les
proteines G et F purifiées ou contre des
serums provenant d'animaux inoculeés avec de
la vaccine recombinante exprimant les pro-
téines F neutralisent le virus en
culture tissulaire (OLMSTED et AL, 1986;
PORTELA A, et ALy <1989 8STOTT, E.J. et AL,
1987 ) .

- Les reéponses neutralisantes et protectrices
contre la proteéine G sont specifiques des
sous—groupes tandis que les reéponses anti-
F sont "cross-reéactives'" avec les souches
des deux sous—groupes viraux du HRSV (A et
Bi). COEMSTED ek «AL ;71986 STOTT § B« 5 1987) %

- La majorité des anticorps monoclonaux ont
de faibles indices de neutralisation.
Cependant, des melanges de quelques anticorps
anti-G montrent un effet additif dans le
test de neutralisation (ANDERSON, L.J et AL,
19883 GARCIA-BARRENO, B., 1989), expli-
quant la capacité de séra polyclonaux
anti-G dans la neutralisation du virus.

On peut aussi trouver des anticorps dirigeés
contre les proteines P, M, N, 22K, 1A.

L antigenicite des protéines 1B et 1C est
mal connue. .

Les anticorps speécifiques de la protéine N
n‘ont pas d'activiteé protectrice (TAYLOR et
Al, 1984).

Chez les veaux infectés au BRSV, F et N sont
les proteines les plus immunogenes.




B. Anticorps neutralisants et protection

Plusieurs travaux ont montrés que le transfert
passif d ' anticorps seérigques ou monoclonaux
permettait de limiter la réplication virale
dans les poumons infectés. Cependant, 1l n’'a
pas ete possible de montrer une correélation
entre le titre neutralisant d anticorps
seriques passivement acquis et la limitation
de la reéplication virale ce qui implique un
role de 1 immunité cellulaire.

Cette capacité de limiter la reéplication du
virus par des anticorps monoclonaux ne semble
pas €tre liée & 1'isotypie de ces anticorps
monoclonaux (TAYLOR et AL, 1984). Plus reé-
cemment, PRINCE et AL ont suggeéré que 1 acti-
viteée protectrice des anticorps, chez le rat
Cotton,ne deépendait ni de leur action activa-
trice du complément, ni de la cytotoxicite
cellulaire dépendant de Agnticorps (PRINCE et
AL, 1990). des

Seuls les anticorps inhibiteurs de fusion en
transfert passif sont capables de neutraliser
activement le virus, ceci etant le résultat de
travaux sur la souris et le bovin (TAYLOR et AL,
communication personnelle).

C. Mapping d'épitopes

Les epitopes reconnus par les anticorps les
plus neutralisants sont conserves au niveau
des souches humaines (sous—-types A et B) et
bovines (GARCIA — BARRENO et AL, 1989;
TRUDEL et AL, 1987; ANDERSON et AL, 1988).

Grace & des tests de compétition entre diffeé-
rents anticorps monoclonaux, on a pu identi-
fier différents sites antigénigues au niveau
de la proteéine F.

En regle generale, ces zones sont également
reconnues par les systemes immunitaires hu-
mains et murins (TAYLOR et AL, 1992).

La localisation de ces sites au niveau de la
sequence proteique utilise deux approches :

a. Utilisation des peptides synthétiques
par la technique du PEPSCAN afin d’'exa-
miner la réactivité d anticorps monoclo-
naux et de séra polyclonaux vis—-a-vis de
ceux—cli (TRUDEL et AL, 19873 BOURGEOIS
et AL, 1991; MARTIN-GALLARDO et AL,




i
1991).

b. Isolement de virus qui échappent a la
neutralisation (Escape Mutants) par les
monoclonaux anti-F afin d’identifier les

acides aminés nécessailres a la constitution

de 1 'épitope (LOPEZ et AL, 1990).

Récemment, on a cartographié sur F deux do-
maines antigéniques. Le premier site con-—-
tient plusieurs "overlapping'" épitopes lo-
calisés dans un site reésistant a 1 action de
la trypsine de la sous—-uniteée F1 (ARBIZA et
AL 521992) .

En ce qui concerne les épitopes de neutrali-
sation de la proteine G reconnus par des
anticorps monoclonaux diriges contre les pro-
teines, ceux—ci sont tres variables, méme
parmi les souches du méme sous—groupe anti-
geéenique (GARCIA-BARRENO, B. et AL, 1989).

D. Les anticorps maternels

Dt

Chez 1'enfant :

Rappelons que les anticorps maternels sont
transfeéreés via le placenta (BRAMBELL, 1970)
au niveau du foetus et sont d isotypes IgG1l
car seules celles-cl sont capables de passer
la barriere placentaire (BIRELLA, NUNES AND
TAMAGNINI, 1972).

Chez les enfants 3ges de 4 a 8 mois, la pre-
sence d'anticorps maternels diriges contre
les glycoproteines du RSV auraient un effet
dépressif sur la réponse immunitaire (PARROTT
et AL., 1973). Ces enfants repondent aux gly-
coproteines F et G mais ne preésentent qu’'un
faible titre en anticorps apres infection,
ceci facilitant les réinfections (MURPHY et
AL, 1986).

Des travaux effectués sur la souris Balb/c
ont montré gqu'une IgG 1 anti-G maternelle
avait un effet inhibiteur sur la réponse
cytotoxique (BANGHAM et AL, 1986) chez le
nouveau—ne.



Il est concevable qu'un titre eleve en anti-
corps anti-G réduirait le priming de la
reponse cellulaire T (RAMMOHAN et AL, 1981).
Cette inhibition du priming de la réponse T
peut preédisposer & une infection persistante
ou a 1'exacerbation de 1 ' infection (RAMMOHAN
et AL, 1981).

Puisque ce sont les enfants ages de mois de 6
mois qui présentent les symptomes les plus
graves de la maladie et quiont le taux le
plus important d’'anticorps maternels, a% a
suggere que ceux-—-cl aggraveralent la mafie
(CHANOCK et AL, 1970).

Malgre cet effet inhibiteur sur la reéponse
immunitaire des anticorps maternels, le
transfert passif d’'immunoglobulines a haut
titre en anticorps neutralisants chez des
enfants a risques, s’'est reveéle tout a fait
efficace en terme de protection (GROOTHUIS et
AL, 1991).

Chez le bovin :

Chez le bovin, les anticorps maternels sont
essentiellement d'isotype IgG 1 et sont
diriges contre les proteéines virales F et N
(WESTENBRINK et AL, 1989).

Certains travaux ont deémontré que chez le
bovin, la prise de colostrum contribue a
l'élimination du virus inoculé expérimentale-
ment et & diminuer les signes cliniques de la
maladie (BALKNAP et AL, 1921). On a également
pu demontrer que les anticorps maternels, chez
le bovin, sont capables de limiter aussi bien
au niveau serique qu’'au niveau des muqueuses
la production d’ anticorps spécifiques et cela
quejique soit 1'isotype (KIMMAN et AL, 1987).




9. 1LES REINFEETIONS

Les reinfections sont courantes chez les humains et les
bovins. La résistance a la réinfection est en corrélation
avec le taux d’'anticorps neutralisants anti-F et anti-G.
Neanmoins, cette protection est de courte dureée (HALL et AL,
1991 ).

Les differences antigéniques entre les souches sauvages
facilitent les reinfections au RSV (ex.: HRSV : sous-—
groupes A et B).D'autres facteurs sont responsables de
la facilité de réinfection :

-Lors d'infections de leucocytes mononucléaires
humaines, a 1'aide du RSV, on a remarqueé une
activiteé inhibitrice qui affecte 1'action de
1"IL-1 (SALKIND et AL, 1991).

De plus, il y a aussi une nette diminution de
l'expression de molécules d’ adhésion intercellu-
laire ICAM1 et LFA-1.

On remarque aussi une tréduction de la production
d’IFN.

Ces différents phénoménes pourraient €tre respon-
sables d'une suppression tres precoce de
l"expansion clonale des lymphocytes spécifiques
du virus et contribuer ainsi au phénomene de
reinfection (SALKIND et AL, 91 b).

Dans le cas du BRSV : on a constaté, chez des
moutons infectés expérimentalement, une réduction
du rapport des lymphocytes T CD4/CD8. Ceci con-
duisant & une dépression de la réponse proli-
férative (WOLDIHIWET et AL, 1991).




6. LES MECANISMES IMMUNITAIRES - RESPONSABLES DES LE-
SIONS ANATOMOPATHOLOGIQUES

Dans les annees.60, une expérience de vaccination de
jeunes enfants & 1'aide de virus RSV inactive a la formaline
a douloureusement reéveéleé 1l 'existence d une composante
immunitaire dans la pathogenese de 1 'infection au RSV.

Cette expérience malheureuse a beaucoup freiné les travaux
sur la vaccination contre le RSV tout au moins dans 1 espece
humaine. En effet, on a constaté a cette epoque que non
seulement les enfants vaccineés n’'étaient nullement proteégeés
par rapport au groupe témoin mais qu’'en plus ils
présentaient des symptéomes beaucoup plus intenses en cas

d infection. Cette expérience a été répetée sur le rat
cotton et 11 semblerait que les problemes lies a cette
vaccination soient plus a rapprocher de la preparation du
virus a la formaline que de son inactivation a la chaleur
(PRINCE et AL, 1986). Vaux-Peretz et Al (VAUX-PERETZ et AL,
1990) prétendent que ces problemes d’aggravation de la
pathologie ne doivent pas €tre associes a une seule protéine
pulsque des experiences d immunisation de souris a 1’ 'aide de
proteines F, G et N montrent que ces trois protéines
augmentent les leésions induites par une infection

d epreuves.

Les travaux de Routlege (ROUTLEGE et AL, 1988, JONHSON
et AL, 1987) impliqueraient plus spécialement la protéine F
dans ces phenoméenes immunopathologiques. Selon ces auteurs,
le traitement du virus & la formaline deétruirait les
epitopes inducteurs d'une reéponse protectrice et
provoquerailt ainsi 1 émergence d’'une reéponse favorisant les
problemes immunopathologiques. Une réduction du rapport
entre le titre en anticorps neutralisant§et le titre en
anticorpS'hk&«f vis—a—-vis des proteines F et G a ete
observee (PRINCE et AL, 19846). Ces anticorps non
neutralisants preésents lors de 1 infection ou produits en
guantiteé importante lors de 1 'infection pourraient augmenter
les lesions hitosphatologiques en provoguant une réaction
d Arthus (type III). Le réle de ces anticorps n’'a cependant
pas ete examiné ni en activation de complément, ni en
cytotoxiciteé médiée par le complément.

Welliver et Al, ont postulé qu’'une méme réaction
d hypersensibilite de type I peut se développer chez des
enfants infectés par le HRSV. Ainsi, différents groupes ont
trouve une association entre une sécrétion rapide et
importante d’'IgE anti-HRSV et la sévérité de 1 affection
pulmonaire (WELLIVER et AL, 1984; WELLIVER 1988).



Cependant, tous les enfants hospitalises pour des
problemes de pathologie associés au RSV n’ont pas
d’ anticorps IgE détectables dans leurs seérums (WELLIVER et
AL, 1984; WELLIVER, 1988). De plus, il est improbable que
le taux d’'IgE atteigne rapidement un niveau important lors
d'un primo=infection.

Pour leur part, GERSHWIN et AL (GERSHWIN et AL, 19%90)
n‘ont pu trouver une corrélation stricte entre le taux d’'IgE
et les signes cliniques de la maladie lors d’'une infection
expérimentale réalisée sur le bovin.

On pense également que les anticorps peuvent aggraver
le cours de la maladie en facilitant 1 'infection des
monocytes et des macrophages. Cette infection des
macrophages aurait pour effet d accrorltre la liberation de
LTC4 gqui induirait une activation de la cascade des
mécanismes de 1 'inflammation (ANANABA et AL, 1991). En
pratique hospitaliere, du LTC4 a pu €tre doseé dans des
echantillons nasopharyngies d'enfants infectés par le HRSV.
CHONMAITREE et AL (CHONMAITREE et AL, 1991) demontrent que
des leucocytes mononucleéailres bovins infectés in vitro par
le BRSV liberent un facteur stimulant la sécreéetion
d'histamine. De faibles gquantités d’ ' histamine ont
d'ailleurs pu €tre detectées dans des poumons de bovins
infecteées naturellement par du BRSV. Des coupes coloreées de
ces poumons ont montreé gu'une degranulation mastocytaire
s'était produite.

L element C du complément a également pu €tre détecté
dans ces poumons sans gu’ on puisse pourtant mettre en
evidence de complexes immuns (KIMMAN et AL, 19846). Qui plus
est, on a également pu montrer que des cellules infectees
par le RSV activent le complément en 1 absence d'anticorps
(KIMMAN et AL, 88c). L 'activation des mastocytes et de la
cascade du compleéement ¢sC  ‘sans doute lisée puisque les
elements C3a et CSa provoquent la libération d histamine et
d autres mediateurs mastocytaires. De plus, tous les bovins
souffrant d' une dyspnee aigueé lors d'une infection naturelle
au RSV, preésentent des anticorps anti-RSV d’'isotypie G1
et/ou M connus pour leur capacité a activer le complément
(KIMMAN et AL, B%a). Une réaction d’'Arthus peut donc jouer
un role important dans la pathogeénie du RSV. En accord avec
cette hypothese, on a pu observer chez des rats infectes
experimentalement par le RSV un afflux de neutrophiles 24
heures apres 1 infection. Cependant, une deuxieme vague
d'infiltration de neutrophiles accompagnés patr des
lymphocytes a pu tre mise en évidence chez ces animaux 4
jours apreés 1'infection (ANDERSON et AL, 1990). Cette
observation est plutot caractéristique d’'un pheénomene
d hypersensibilite de type IV. Des expériences d ' infection
au RSV de souris BALBc déplétées en cellules B ou celles T
CD4+ ou CD8+ et d expériences de transfert passif de
lymphocytes T cytotoxiques & des souris BALBc ont permis de
constater que les lymphocytes T cytotoxiques, s'ils
contribuent a 1'elimination de 1'antigene viral du poumon
infecte, augmentent de facon notable les lésions pulmonaires
(CANNON et AL, 1987; GRAHAM et AL, 1991a et b). Ghiae
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MATERIEL ET METHODES

1. SOUCHES ET ‘PLASMIDES UTILISES

1.1. Souches bactériennes

Les souches utilisées sont :
E."Coli XLI-BluesiBULLACK .~ 1587 )

E. Coli HB 101 (BOYER AND ROULLAND - DUSSOIX,
19693 BOLIVAR AND BACKMAN, 1979).

Les principales caracteéristiques de son genotype sont :

end Al : améliore le rendement et qualitée des minipreps
d'ADN plasmidique en diminuant la concentration
d " endonucleases.

rec Al : reduit la recombinaison au millieme de son taux
normal, la recombinaison entre ADN endogene et,
exogene est ainsi minimisee.

délétion au niveau de 1 opéron lactose; la souche
ne peut pas métaboliser le lactose.

(lac-)

Cette souche possede 1 épisome F’' permettant la formation
de pili sexuels; 1l porte les caracteres suivants :

pro AB, lac Ig ZDM15, TN1O (T et R)

Les principales caracteristiques phénotypigues qui en
découlent sont :

Tnl0 (T et R) : confere & la souche la reésistance a la
tétracycline. La proteine codee par ce
gene modifie la membrane de la bacterie
et empéche ainsi le transport de
l’antibiotique dans la cellule.

Laclg ZBM15 : permet la sélection des plasmides
recaombinants par un test de couleur (qui
sera detaillé dans la présentation du
plasmide pBluescript SK+ et pMAL-cRI).
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Figure I1.1 : Représentation du vecteur pMAL-cRI et de son site mutiple
de clonage(MCS).
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Figure 11.2 : Représentation du vecteur pBluescript SK .
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X Lac Ig : mutation qui augmente la force de promoteur
du gene codant pour le répresseur de
1" opéron lactose.

X Lac ZDM15 : gene de la B-galactosidase (un des geénes
de 1 'opeéeron lactose) deléte dans la
partie codant pour 1'extreéemite
N-terminale de la protéine; 1l y a
production d’'une protéine inactive
pouvant €tre complémentée intrageénique-
ment.

1.1.2. HBIOT

Son genotype est :

sup E44 hsd 520 (2B mB) rec Al3 ara-14 pro A2 lac Y1 gal K2
rpslL20 xyl-5 mtl-1

Cette souche n'est pas résistante a 1'ampicilline et

en presence de cet antibiotique, sa croissance est inhibee.
Seule la souche transformeée avec un plasmide comportant

un gene de resistance a 1 ampicilline pourra croitre de
facon normale sur un milieu seélectif. Cette souche est
hautement transformable.

1.2. Plasmides
Les plasmides utiliseés sont :

pMal . = cRI (BIOLABS)
pBluescript (STRATAGENE)

Ces plasmides ont été choisis dans le but de produire
la protéine cible sous forme de protéine de fusion
et permettre ainsi sa purification.

1.2.1. pMAL - cRI (BIOLABS)

Le vecteur PMAL - cRI d’'une longueur de 6100 pb a été
concu poutr produlre des proteéeines fusionnées a la
maltose binding protein (MBP).

Un gene peut @tre inséré dans le site EcoRI du MCS
(Site Multiple de Clonage) plasmidigque et ceci en

phase avec le cadre de lecture du gene mal E (codant
pour la MBP). L'insertion de ce fragment d’ADN
disruptera la sequence de fusion malE-Lac Z préexistan-—
te sur le vecteur. Ceci pourra permettre un test de
selection de plasmides recombinants par un test de
couleur (Transformation effectuée avec la souche XLI
Blue).




pBluescript SK Polylinker and Sequence Primer

BETACALAC
REVERSE PmMER T3 PRIMER
§ AACACCTAYGACCATG 3 $ ATTAACCCTCACTAAAG 3
Sec®
bt 73 Pameier = o0 Sec! Be
® Coasacaccrarcaccal ATY AAGGGAACAAAAGC TOGAGCTCCACCCLUL 'S
3 ccrie e TTAAT TYCCC TTGTT T TCOACC TCOAGG TGLLGLC o
5 PRIMER
§' TCTAGAACTAGTGGATC 3°
L 3]
Gag! =1l } 7] Agat
L1} Znei Spe! Bom Smel Pt Gco M Gco AV MWl  Ci Salt L_CL I "1
OCAAT TCGATATCA r ICCCaATTCCCCC Tacaavicac TrTaC
CATCT TG TTAAGCTATAGT TCGA A GCAGC € Ta TATCAC TCYTAAGTCACCGOCACCAARATG
o1 = T Memster
3 GCTATGGCAGCTGCACL § 3 GATATCACTCACCATAA § 3 1GACCCOCACLARAAIG
kS PRIMER 17 PRvER M3 20 PRMER

Figure I1.3 : Description du site multiple de clonage (MCS) du vecteur
pBluescript SK
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Le gene Mal E au niveau du vecteur ne possede plus la
séquence signal, permettant & la protéine de fusion de
rester dans le cytoplasme.

La proteéeine de fusion ainsi produite peut €tre purifiee
par chromatographie d'affinité sur colonne amylose.

La séquence codant pour les quatre acides amineés Ile -
Glu - Gly - Arg est présente en amont du site EcoRI.
Ceci permettra le clivage de la proteine d’'interét de
la MBP avec la protéase specifique gqu’'est le facteur Xa
reconnaissant la sequence ile - glu - gly - arg (voir
Tigure L1.:53)..

1.2.2. pBluescript SK+ (STRATAGENE) (figure I1I1.2)

Ce vecteur d'une longueur de 2964 pb, est un phagemide,
c'est—-a-dire un hybride entre un plamide et un phage.

Il possede une origine de reéplication dans E. Coli (ORI
colEl) gqui lui permet de se trouver en un grand nombre
dans la cellule (vecteur "multicopy"); 11 possede
egalement une origine de réplication phagienne.

Son gene AmpR de reésistance & 1 'ampicilline est respon-
sable de la production d’'une b-lactamase quil clive la
boucle p—lactame de 1’ ampicilline et permet ainsi aux
clones possédant ce vecteur de pousser sur un milieu
contenant cet antibiotique; le gene AmpR est donc un
marqueur de choix pour seélectionner ces colonies.

Le gene LacZ preécédemment évoque fait partie de 1 opé-
ron lactose; 1l code pour la P—galactosidase, une enzy-
me metabolisant le lactose. Le pBluescript posseéde le
promoteur lac, 1 'opérateur et la partie du gene codant
pour l'extréemiteée N-terminale de la proteéeine (appelée
peptide £, inactive sans la partie C-terminale). Lors-
qu'une souche E. Coli XL1-Blue a été transformeée par
pBluescript, 11 y a complémentation intragénique, les
parties N—-terminale (codee par le plasmide) et C-termi-
nale (codée par 1 'épisome F') de la protéine permettant
d’ 'obtenir une enzyme fonctionnelle.

Dans la partie N-terminale du gene lacZ porté par
pBluescript se trouve une série de 21 sites de restri-
ction, introduits via un oligonucléotide de synthese;
cette insertion permet encore au peptide a de comple-
menter la souche XL1-blue pour 1 activite P—galactosidase.
Cet ensemble de sites de restriction est appelé Site
Multiple de Clonage (MCS; Figure 3). L’introduction

d'un fragment d’'ADN dans un des sites de restriction du
MCS entraine la disruption du gene lacZ de pBluescript

et la disparition de la production de peptide&.




Lors de la transformation de E. Coli XL1-Blue, il n'y
aura plus de Pp-galactosidase fonctionnelle, ce qui est
facilement repérable par un test colore des colonies
bacteriennes.

Les deux sites extrémes du MCS sont Kpn I et Sac I;
suivant 1 'orientation du MCS dans le vecteur, celui-ci
sera appelé pBluescript SK ou KS. Dans le pBluescript
SK, la transcription de lacZ se fait du site Sac I vers
le site Kpn I. Le plasmide utilise dans ce travail est
dérivé de pBluescript SK : le site Kpn I a été remplace
par un site Bgl II.

De part et d’'autre du MCS se trouvent les promoteurs T3
et T7. Ces promoteurs phagiens permettent la transcri-
ption des deux brins de 1 'ADN inséreé dans le MCS en ARN
grace aux polymérases T3 et T7. Donc quel gue soit le
sens d insertion de 1°'ADN cloné, il est possible de
transcrire le brin d’'ADN ayant la sequence codante.

L'origine de reéplication fl du phage filamenteux F
permet d’'obtenir un brin monocaténaire du vecteur avec
l'aide d'un phage helper; celui-ci rend possible la
replication et 1 ' empaquetage de ce simple brin en virion
qui peut ainsi €tre exporté comme une particule de

phage. Il existe deux variantes du vecteur pBluescript :
+ et -, suivant 1'orientation de 1’'origine fl. Le
vecteur utilisé est pBluescript SK+, la forme monocaté-
naire obtenue lors de la réplication phagienne conte-
nant les brins codants des genes lacZ et AmpR.

.3. Milieux de culture pour bactéries

Dans ce travail, le milieu utilisé est toujours un
milieu riche contenant de 1 ampicilline et de la
tetracycline. Il existe sous deux formes : liquide
et solide.

1.3.1s NZYM liguide

Composition :

NZ amine B &
NaCL <
Yeast—-Extract S
MgSo4 - 7H20 7

O0g/ 11 deau distilleée (DiFco)
gz vl (Fluka)

g/ =] (Gibco BRL)

g7 1 (UCB)
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Autoclaver.

Lorsque le milieu est refroidi (environ 55°c), on ajoute
les antibiotiques, soit 1 'ampicilline (BOEHRINGER) & une
concentration finale de 100 mg / ml (stock : 100 mg / ml

d eau stérile; conserver a — 20°c) ou la tétracycline
(Sigma) a une concentration finale de 12,5 mg / ml (stock
de la tetracylcine : 12,5 mg /7 ml d'eau stérile; conserver
& = 20%E.)

1.3.2. NZYM solide

Il est de méme composition que le NZYM ligquide, auquel on
ajoute 1,5 % d’'agar.

1.3.3. Milieu 'S0C

2 7 bactotryptone (DIFCOD)

0,5 Z Yeast—-Extract (GIBCO BRL)
10 mM NaC1 (FLUKA)

23D KEL (UCB)

10 mM MagCLZ . 6HZ20 (MERCK)

10 mM " MgSB84 . TH20 (UCB)

20 mM Glucose (MERCK)
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2. EXTRACTION D’ ADN PLASMIDIQUE D'E. COLI

2.1. Extraction rapide d'ADN (Miniprep de plasmide)

2.850%

Solutions et tampons utilises

P1
50 mM Tris/HC1
10 mM EDTA ajuster a PHB8

Tampon de lyse
60 ml KOAC SM ou NaOAc SM
11,5 ml HAc glacial
28,9 ml H20

Solution RNAase

80 ul d'eau distilee.
20 ul de RNARase (provenant d’'une solution a&

50 mg/ml).
Solution de phénol - chloroforme :
. Solution de phénol : phénol auquel on ajoute

de la 8-hydroxygquinoline a une concentra-
tion finale de 0,1 7%Z et équilibreée contre
le tampon adéquat (TE dans ce cas—-ci).

L' hydroxyquinoline est un anti-oxydant,
un inhibiteur de RNAse et donne a la
solution une teinte jaune qui permet

d’ identifier les deux phases.

. Solution de chloroforme : chloroforme auqguel
on ajoute de 1'alcool isocamylique (24:1).

. Solution de phénol - chloroforme : les deux
solutions décrites ci-dessus sont equi-
libreées contre le méme tampon (TE).

Cette solution permet d’'extraire et d’'inactiver
toutes les proteines d'une solution d’ADN.

phenol 50 ml

chloroforme 50 ml

alcool isoamylique 2ml

hydroxyquinoline 0,05 g
Saturer avec 100 ml de TE, centrifuger cing
minutes a 5000 rpm (rotor GSA Sorval), éliminer
le TE et recommencer deux fols (ne pas éliminer
le dernier volume de TE).




2edic2

2:143.

Reépiquage des cellules

Préparer différents tubes avec 3 ml de milieu
NZYM contenant de 1'ampicilline.

Avec une anse de platine, chauffee entre chaque
prelevement, prendre differentes colonies sur
boite de pétri et resuspendre dans différents
tubes numérotes.

Mettre a — 37°c la nuit sous agitation.

Miniprep proprement dite

Reécupéerer stérilement dans différents
eppendorfs 1 ml de cellules en culture (le
reste au frigo).

Centrifuger les eppendrofs 3 minutes 13000 rppm.

Enlever le surnageant et resuspendre le culot
dans 200 pl de P1.

Ajouter ensuite a chaque eppendorf 400 pl de
NaOH 0,2 M — SDS 1 7 préparer extemporanément.

Melanger.

Laisser 10 minutes sur glace.

Ajouter 300 pl de Tampon de lyse.
Centrifuger 10 minutes 12000 rpm & 4°c.

Verser le surnageant dans un eppendorf contenant
500 pl de Phénol-Chloroforme.

Vortexer 30 secondes.
Centrifuger 5 minutes 13000 RPM.

Ajouter au surnageant (phase aqueuse + DNA)
500 pl d’'isopropanol pour préciptier le DNA.

Mettre 45 minutes a - 70°c.

Centrifuger dix minutes 13000 RPM & 4°c, puis
aspirer 1'isopropanol.

Ajouter 1 ml d’'éthanol 70 % pour laver les sels
et vortexer.

Centrifuger 10 minutes 13000 RPM a 4°c.
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- Sécher le culot.

— Resuspendre dans 20 pl d'une solution contenant

de

la RNAase.

Mettre 10 minutes a 37°c.

— Conserver a - 20°c.

Extraction d'ADN plasmidigue d'E. Coli en grandes

guantites

: Midiprep (QIAGEN)

2025l s

Pl s

P2 s

P23 e

GBT

ac

2.2.2¢

Solutions et tampons utilisés

100 mg / ml RNAaseA, 50 mM Tris/HCl
10 mM EDTA, pH 8,0
(& conserver a 4°c)

200 mM NaOH, 1 % SDS

Idem

750
50
15

0,15

que KOAc de miniprep

mM NaCl

mM MOPS (FLUKA) (ajuster a pH7)
7 eéthanol

4 Triton X-100

1,0 M NaCl
50 mM MOPS (FLUKA) (ajuster a pH7)

134

1.25

ethanol

M NaCl

50 mM MOPS (ajuster a pH7)

i e

éethanol

Protocole

- Preéculture : inoculer 5 ml de NZYM + Amp par une

colonie de bactéries transformées et faire
pousser une nuit a 37°c sur un agitateur.

— Culture : inoculer 50 - 100 ml de NZYM + Amp dans un
Incuber une nuit & 37°c sur un agitateur.
- Transférer les 50 - 100 ml de culture dans un tube

COREX pour rotor GSA SORVALL et centrifuger a 5000
rpm pendant 15 minutes.

- Resuspendre le culot bactérien dans 4 ml de tampon Pl.

— Ajouter 4 ml de solution P2, homogénéiser doucement
et incuber S5 minutes & température ambiante.
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Ajouter ensuite 4 ml de la solution P3, mixer delica-
tement et laisser sur glace pendant 10 minutes.

Centrifuger a 4°c pendant 15 minutes a 12000 RPM.
Retirer le surnageant.

Centrifuger le surnageant & 4°c pendant 15 minutes
a 12000 rpm pour obtenir un lysat "particle free"

Equilibrer une colonne QIAGEN-Tip 100 avec 3 ml de
tampon QGBT et la laisser se vider.

Mettre le surnageant obtenu lors de la derniere
centrifugation dans la colonne et le laisser entrer
par gravite.

Laver la colonne avec 10 ml de buffer QC.

Eluer le DNA avec 5 ml de buffer QF.

Preécipiter le DNA avec 7/10 de volume d’ isopropanol
et centrifuger a 4°c pendant 30 minutes (12000 rpm).

Retirer 1 isopropanol et ajouter de 1 'éthanol 70 %.
Centrifuger 5 - 10 minutes.

Enlever 1'éthanol 70 4 et sécher 30 minutes a 37°c.
Resuspendre le DNA dans 200 - 300 ul d'eau distillee.

Conserver a - 20°c.




Figure ILS :

Figure I11.6 :

5...6GGCCC...3
3...CCCGGG...5

: Représentation de la séquence de reconnaissance pour

l'enzyme Apal qui génére des extrémités 3' protrudantes.

5...GATATC...3
3...CTAJAG...5

Représentation de la séquence de reconnaissance pour
l'enzyme Z£coRV qui génére des extrémités aveugles.

5...GAATYC ..
3...CTTAAG...5

Représentation de la séquence de reconnaissance pour V!
l'enzyme £co RI qui génére des extrémités 5'
protrudantes.
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3.

LA RESTRICTION D'ADN PLASMIDIQUE

Sterdy

3.2

S iSa

Principe

Les endonucleéases de restriction sont des enzymes qui
reconnaissent une seéquence preécise dans 1 ADN
double-brin et qui coupent & un endroit détermine
dans cette séquence de reconnaissance ou, pour
certains enzymes, a proximité. La plupart des
enzymes de restriction ont une sequence de recon-—
naissance de 4 ou &6 pb gqui est un palindrome (c est-
a-dire que la séquence est identique sur les deux
brins d’ADN).

Deux exemples sont les enzymes EcoRI et EcoRV dont
les sites de reconnaissance sont des hexanucleéotides
palindromiques (figure II.4 et II1.5). Il existe deux
types d ' enzymes : les premieres coupent au milieu du
site de reconnaissance, faisant ainsi apparaitre une
coupure & bouts droits (francs, aveugles) comme dans
le cas del enzyme EcoRV (figure II1.3); les secondes
coupent & quelgues nucléotides de distance sur
chacun des deux brins d’'ADN géneérant des bouts
collants (protrudants). Dans ce second cas, les
extrémités libres peuvent €tre 3° OH comme 1 ' enzyme
Apa I (figure II.6) ou 5P comme 1 'enzyme EcoRI
(figure 11.4).

Les enymes utilisees sont commercialisées par BRL et
BOEHRINGER. Elles sont conserveées a - 20°c.

Les tampons de restriction

Ces tampons sont 10 x concentreés par rapport a la
concentration d'utilisation dans la reaction de
restriction. Ils sont le plus souvent livreés avec
l'enzyme.

Reaction de restriction

La reaction de restriction fait intervenir 1 ADN (de
miniprep : 20 ul ou de midiprep : 250 ou 3500 ng d ADN),
un dixieme du volume final de tampon adequat

concentré 10 x, l'enzyme de restriction et de 1'eau
sterile jusqu’au volume final (10 U/ul).

Incuber 2 heures a la température conseilleées (le

plus souvent 37°c). La reéaction est arrétée par une
dénaturation a 75°c ou par 1'EDTA amené & une
concentration finale de 10mM pH 7,5.




1uU

Le nombre d'unités d'enzyme & ajouter est calcule
comme suit : par définition, une unite d'enzyme
coupe 1 ug d’'ADN de phage A. Connaissant d’'une part
la taille de ce phage (50 kb) et le nombre de sites
de restriction de 1'enzyme utiliseée dans le phage et
d autre part la taille du plasmide a restreindre et
le nombre de sites de clivage pour 1'enzyme dans ce
méme plasmide, il est aisé de calculer la qguantite
d'enzyme a utiliser.

Exemple
Restriction de 500 pg de PMAL-cRI par 1'enzyme Pstl.

- Le plasmide PMAL-cRI contient un site de restriction
pour Pst I et a une taille de 6100 pb, soit 6,1 Kb.

- Le phage A contient 7 sites de restriction pour
Pst I et a une taille d’'environ 50 Kb.

— Sachant gu'une uniteé d'enzyme coupe 1 pg d’ADN de
phage A, il nous faudra utiliser 1 U d’'enzyme

. divisée par deux car on n‘utilise que 3500 ng de
plasmide.

. diviseée par sept car 11 y a sepf fois moins de
coupures a realiser par molécule.

. multipliée par 50/6,1 car la taille du plasmide
etant inférieure ac elle du phage, le nombre de
moleécules pour une méme quantiteée d’'ADN sera
superieure.

La formule a appligquer sera :

quantiteé d ADN (pgr) x 30 kb x nombre de sites du
plasmide

1 ugr x taille du plasmide x sites du phage A

11 faddera @wtiliger 1 U x (€172) % C127) % (90/641)
= 0,539 U

Le volume d'enzyme a ajouter ne peut pas dépasser 10
7 du volume total de réaction sinon 1'enzyme est
inhibée par le glyceérol de son tampon de stockage.




Piste: 1: plasmide non-restreint.
2. plasmide partiellement restreint.

3: marqueur de taille A /A/radlll.

Figure I1.7 : A. Ordre de migration des formes OC, OL et CCC sur un gel
d'agarose.

B. Représentation schématique des formes CCC (a), OC (b) et
OL (c).




_29_

4. ELECTROPHORESE D'ADN DANS UN GEL D’AGAROSE

4.1. Principe

Cette méthode de séparation des fragments d’ ADN

permet 1'évaluation de la taille et de la quantite

de ces fragments. Elle est basée sur le fait que
1"ADN est chargé neégativement (groupes phosphates) et
donc migre vers l'electrode positive dans un champ
@lectrique. Le rapport entre la charge et la masse
des molécules d'ADN etant constant, il est nécessaire
de reéaliser cette électrophoreése dans un gel d’ agarose
pour separer les molecules suivant leur taille, les
pores du gel limitant la migration.

Dans ces conditions, la vitesse de migration dans le
gel dépend essentiellement de 4 facteurs :

- Le masse moleéculaire des fragments d ADN. Les
moleéecules d ADN double-brin linéaire migrent a une
vitesse inverseément proportionnelle a leur masse
moléculaire.

- La concentration en agarose. Les gels a forte
concentration (1,5 ou 2 %) servent a séparer des
molécules d'ADN de petite taille (100 pb a 1500
pb) tanmdis qu’'a faible concentration (0,8 %) les
gels servent a séparer des molécules de taille
superieure (500 pb a plus de 10 kb).

- La conformation de 1°ADN. Les formes plasmidiques
CCC (Completely Closed Circular) ou superenroulee,
OC (Open Circular) ou circulaire casseée sur un
seul brin (nick) et OL (Open Linear) migrent a des
vitesses differentes. La mobilité relative de ces
bandes depend de difféerents facteurs et notamment
des tours de superheélicité de la forme CCC; 1'ordre
de migration sera CCC > OL > OC (figure II.7 ).

- Le voltage appligué. A faible voltage, la vitesse
de migration de 1'ADN linéaire est proportionnelle
au voltage applique. Si ce voltage est trop

important, la résolution diminue.

4.2. Tampon et solution utilisés

Composition des solutions et tampons utilisés :

Le TAE dans lequel est reéalisé et est plongé le gel :



MHnd Il Tailles (pb): 23130
9416
6657
4361
2322
2027
(564)

\\

Figure 11.8 : Représentation sur gel d'agarose 0,8% du profil de migration
du marqueur de taille A restreint par Amnd'lll
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TAE S5SO0x
242 gr TR1S
97,1 'ml Acide aceétique glacial
100 ml 0,5 M EDTA (pHB8)

pour 1 litre d'eau distillee.
La solution d’alourdisseur 10 x :

50 % glyceérol

100 mM Na2EDTA pH 8,0
1 -%L8DS

0,1 7% Bleu Bromophénol

4.3. Electrophorese

L agarose est ajoute & du TAE (solution & 0,8 %) et
le tout est porteée a ébullition puis refroidi & 50°c.
Le bromure d'éthidium est ajouté a une concentration
finale de 0,5 mg/ml (solution stock a 10 mg/ml
conserveée a 1l'abri de la lumiere). Le bromure

d éthidium a la capacité de s’ ' intercaler entre les
bases de 1 'ADN (par la méme hautement mutagene et
donc dangereux) et permet de repérer les bandes
d"ADN car i1 fluoresce en rose-orange sous UV.

Lorsque tous les échantillons sont introduits dans

les puits, placer le gel dans une cuve & électropho-
rese remplie de TAE. Appliquer une difference de
potentiel de 40 a 100 V aux extrémités de la cuve
pendant environ deux & heures a gquatre heures. Enfin,
placer le gel sur un transilluminateur UV ( A = 302 nm)
pour visualiser les bandes d ADN et photographier.

Deux évaluations peuvent €tre réalisées :

. La taille des fragments. Dans un puits adjacent
a celui des echantillons, placer un marqueur de
taille qui est une molécule d'ADN coupée par une
enzyme de restriction geénerant des fragments de
taille connue. Le margqueur utiliseé dans ce tra-
vail est A /Hind III pour évaluer des bandes de
0,0 kb & 10 kb ‘(voir figure 11.8 ).

. La gquantite d'ADN dans une bande. La fluoresence

etant proportionnelle & la gquantité de bromure
‘ethidium intercalee dans 1 ADN, elle sera
"autant plus intense que les fragments d’'ADN
‘une bande sont grands et nombreux. La quantite
"ADN du marqueur étant connue, il sera facile
‘estimer par comparaison la quantité d ADN de
‘échantillon étudié.

=0 0006



Extraction d 'une bande d'ADN d’'un gel d'agarose
(KIT GENE CLEAN, Bio 101)

4

.4.1. Principe

Cette méthode permet d'isoler d'un mélange de
restriction le fragment d’'ADN qui nous interesse.

[

‘électrophorese ayant sépareé les fragments d ADN, le

gel est incisé devant la bande a récupérer (cote elec-—
trode +) et si nécessaire également derriere pour ne pas
contaminer la bande choisie par un fragment un peu plus
grand. Mettre le(s) fragment(s) d’'agarose dans un
eppendrof.

4

.4.2. Solution utilisée

Solution NEW : 7 ml de solution du kit
+140 ml H20d
+165 ml éthanol absolu
.4.3 _Protocole.

Ajouter au fragment d'agarose contenent la bande vou-
lue, 1 ml de Nal (dissoudre 100 gr de Nal dans 50 ml
d eau et conserver au frigo).

Incuber a 45 - 55°c pendant 5 - 10 minutes et verifier
gue tout 1'agarose soit fondu.

Ajouter la solution GLASS MILK (Résine)

10 pl si on a une quantité d’ ADN inférieure
ou égale & 5 pg.

20 pl si quantité d'ADN supérieure a 5 pg + 1 pl
par 0,5 pg de DNA suppleéementaire.

Incuber 10 minutes sur glace.
Centrifuger 15 secondes et éliminer le surnageant.
Laver dans une solution de NEW trois frois de suite :

- Resuspendre le culot dans 200 a 700 pl de
solution NEW.

— Centrifuger 15 secondes et éliminer le
surnageant.




— Eluer le DNA du GLASS MILK.

a — Resuspendre dans 5 a 20 pl d'eau steérile.

b - Incuber 2 - 3 minutes a 45 - 55°c.
c - Centrifuger 30 secondes. Reécupérer le

surnageant.
d - Répéter a, b, c avec 5 a 10 pl d'eau
sterile.
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5. PURIFICATION ET PRECIPITATION D'ADN

Il est parfois nécessaire d'inactiver 1 'enzyme de restriction
gue l'on a fait reéagir avec la solution d ADN.

On peut le faire de deux manieres :

- Dénaturer a la chaleur, mais certaines enzymes n'y
sont pas sensibles.

— Inactiver par 1EDTA : amener & une concentration
finale de 10mM pH 7,5.

- On peut aussi extraire les proteéines d'une solution
aqueuse d ADN au pheéenol-chloroforme (voir protocole
de miniprep).
Ajouter & un volume d'ADN (si le volume est trop petit,
1" amener a4 100 ou 200 pl avec du TE ou H20 stérile) un
volume eégal de pheénol-chloroforme. Vortexer 20 secondes
et centrifuger a 12000 rpm 31 minutes. Reécupérer la
phase agqueuse supérieure dans un second eppendorf.
Ensuite, on précipite cette solution agqueuse d ADN :

- Ajouter 1/10 du volume de la solution de NaCl SM et
2,95 volumes d’'éthanol 100 7% froid (- 20°c). Vortexer.

— Incuber 45 minutes a - 80°c.

- Centrifuger 15 minutes & 12000 rpm a 4°c.

— Eliminer le surnageant et ajouter 500 pl - 1 ml
d éthanol 70 % froid (- 20°c) pour éliminer les
solutes piéges dans le culot.

— Centrifuger 5 minutes 12000 rpm 4°c.

- Eliminer le surnageant et sécher sous vide.

- Resuspendre dans la quantité désirée d’'eau distillée
sterile.




Activity Reoction

Ligotion of For example:
cohesive ends s' OH 3

...pA' pC' pGJpA' pA' pT' pT- pC'pG‘pT P
.l-. Tp'Gp' CD’Tp°Tp'Ap-Aper °Cp'Ap...'
OH

ATPlMgN

...pA 'pc ’pG’pA’pA 'pT'pT’pC'pG’pT cee
Tp-Gp-Cp-Tp-Tp-Ap-Ap-Gp-Cp-Ap

Ligation of For example:
blunt ends 5 OH 3

...pC'pG'pAJpc 'pG‘pT'pA ene
“es Gp'Cp‘Tper‘CP'Ap'Tp...
3! OH 5!

ATP | Mg++

...pc-pG-pA-pc-pG-pT-pA‘...
aes Gp'Cp 'Tp ‘Gp‘Cp’Ap'Tp’."..

Figure 11.9 : Réaction de ligation cartalysée par la T4 DNA ligase.
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6. LIGATION DE MOLECULES D'ADN LINEAIRES AYANT DES BOUTS
DROITS OU DES BOUTS PROTRUDANTS COLLANTS

6.1 Principe

La ligation de molécules d'ADN cliveéees & bouts droits,
méme par des enzymes différentes, est toujours possible,
tandis que des molécules d'ADN clivees a bouts collants
ne peuvent €tre assembleées entre elles que si les
nucléotides protrudants sont dits compatibles.

La ligation est reéalisée grace a l'activite de 1 ' enzyme

ADN ligase du phage T4. Cette enzyme catalyse la formation
de liens phosphodiesters entre le phosphate 5 d'une ex-—
trémiteé d'une moleécule d ADN et une extrémité hydroxyle 3.
L 'enzyme requiliert de 1 ATP et des cations Mg 2+ pour @€etre
active (figure 1l.=9) (PHEIFFER,  1983).

6£6.2. Protocole

- 1 pl = 1 unite de T4 DNA Ligase (suffisant pour liguer
S5 pg d'ADN a bouts
collants)

1,9 pl de tampon Ligase 10 x (BOEHRINGER)

- 12,5 pl d'ADN en solution.

Incuber unme nuit & 16°c et deux heures sur table.

&6.3. Remarques

- La ligation a bouts francs étant moins efficace, il est
souvent nécessaire d’' augmenter la quantiteée d enzyme.

- Lors d'une reaction de ligation, il est necessaire
d effectuer un contrséle positif pour verifier 1'activite
de la ligase dans les conditons qui lui ont été imposées.
Pour ce faire on reéalise la réaction sur un vecteur
linealiseé par la méme enzyme que celle utilisée dans
1l expérience et on vérifiera sa relinearisation.




7. TRANSFORMATION BACTERIENNE

7.1. Transformation bactérienne classique

7+1.1. Principe

Cette reaction consiste a faire pénétrer un plasmide
dans un bactérie. Les conditions expérimentales

sont telles qu'une seule molécule d’'ADN pénetre par
bacterie. Cette bacteérie, pour laisser entrer la
molecule d ADN, doit avoir une paroi et une membrane
permeables a cet ADN. La bacteérie est dite competente.
La bacterie E. Coli, Gram—-négative doit €tre rendue
artificiellement compétente en étant plongee dans

une solution hypotonique de sel (notamment CaCl2).

On pense que la membrane et la paroi se déstabilisent,
la bactérie se gonfle, prenant 1 aspect d'un sphero-
plaste. L 'ADN formerait avec le calcium un complexe
résistant aux désoxyribonucléases quil peut penétrer
dans la cellule lors du choc thermique a 42°c. Les
cellules transformées sont ensuite placeées dans du
milieu riche (NZYM liquide) qui permet aux cellules
de regererer une parol normele et au(x) gene(s) de
réesistance introduit(s) de commencer a s’ exprimer.

L' 'etalement sur boTte de milieu solide contenant les
antibiotiques adéquats (Amp ou Tet), permet 1 isole-
ment de colonies transformantes c’'est-a-dire celles
ayvant recgu le plasmide contenant un geéne de
résistance aux antibiotiques.

7.1.2. Protocole de preéparation d'E. Coli XL1-Blue

— Culture de la souche a 37°c sur milieu solide
NZYM + Tet (100 mg/ml) qui sélectionne les
cellules contenant 1 'épisome F'.

- A partir de ces colonies, ensemencer une
preculture de 10 ml de NZYM + Tet et incuber 4
heures a 37°c jusgu’'a une absorbance comprise
entre 1,5 et 2 a 550 nm.

- Cette preéculture sert a ensemencer une culture
de 100 ml de NZIYM + Tet qui est incubée pendant
une heure a 37°c, soumise a une forte agitation,
jusqu’'a une absorbance de 0,3 a 550 nm (phase
de crolissance exponentielle). .




Arréter la croissance sur glace pendant 10
minutes.

Centrifuger 5 minutes a 4000 rpm a 4°c.

Jeter le surnageant et resuspendre les cellules
dans un volume de CaCl2 100 mM a 4°c équivalent
au 1/10 du volume initial.

Laisser 30 minutes sur glace.

Recupeérer les bactéries en centrifugeant S
minutes a 4000 rpm & 4°c.

Jeter le surnageant et resuspendre dans un
volume de CaCl2 100 mM sterile et froid /
glycerol (85/135) eéquivalent au 17100 de volume
initial.

Faire des aliquots de 20 pl dans des eppendorfs
et stocker a - 70°c.

Protocole de transformation proprement dite

Decongeler les bactéries conserveées en glycérol
dans un eppendorf dans de la glace pileée (1 a 2
minutes).

Ajouter 380 pl de CaCl2 froid et stérile.

Ajouter 1 - 5 pl d'ADN provenant du mélange de
ligation et laisser 30 - 60 minutes sur glase
pour absorber les molécules d ADN plasmidique sur
les cellules.

Placer 1 eppendorf dans un bain & 42°c et 1l'y
laisser pendant deux minutes, ceci pour faire
penetrer le plasmide dans les cellules.

Ajouter 1 ml de NZYM liquide et incuber une
heure a 37°c pour la phase de récupération.

Etaler (200 pl) sur boite avec milieu sélectif
et incuber une nuit & 37°c.

Ce protocole est applicable aussi pour les souches
HB10l1 qui croissent respectivement a 37°c.
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7.1.4. Remarque

Des témoins de transformation sont realises :

. Témoin positif : transformer avec un vecteur
pour verifier la competence des
cellules et le taux de
transformation.

. Témoin negatif : les cellules competentes
subissent toutes les étapes de
la transformation sans ADN.
Elles sont étalées sur milieu
riche non selectif pour le controle
de la viabiliteé des cellules et
sur un milieu sélectif pour mon-
trer la validiteé de ce milieu
et 1 absence de mutants sponta-
nés ou de contaminants resis-
tants &a 1'antibiotique ou de
contaminants.
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7.2. Transformation bactérienne par Electroporation

7«2+«1. Principe

L'inteérieur de la membrane bactérienne est chargee
négativement. Si on applique un champ électrique,
les charges de part et d'autre de la membrane vont
augmenter et s'attirer de sorte qu'il se forme des
pores. Ensuite, les charges s’ 'annulent et la
membrane se reforme, ce sont des pores transitoires.

Ces pores permettront aux protéines ou a 1 ADN de
péneétrer dans la bactérie.

7.2.2. Protocole de préparation de bactéries competentes

(XL1 Blue, Hb 101)

- Préculture d'E. Coli XLI-Blue (ou Hbl0Ol1l) dans 10 ml
de NZYM, une nuit a 37°c.

— Inoculer 100 ml de milieu NZYM avec 1/100 de volume
(1ml) de preéculture. Faire pousser a 37°c jusqu’'a
une D.0. de 0,5 & 0,8 ( \ = 600 nm).

- Refroidir la culture sur glace 15 a 30 minutes.

— Centrifuger 20 minutes & 4500 rpm a 4°c.

- Resuspendre le culot bactérien dans un volume d’'eau
sterile froite équivalent au volume initial de
culture (100 ml).

- Centrifuger & 4500 rpm a 4°c pendant 20 minutes.

— Resuspendre le culot bactérien dans un volume d’'eau
stérile froide équivalent & la moitié du volume
initial de culture (50 ml).

- Centrifuger a 4500 rpm & 4°c pendant 20 minutes.

- Resuspendre le culot bactérien danms un volume d’eau
sterile froide / 10 % glyceérol stérile froid
équivalent au 1/50 du volume initial de culture (2 ml).

- Centrifuger & 4500 rpm & 4°c pendant 20 minutes.

— Resuspendre le culot dans un volume d’'eau sterile
froide/10 % glycerol stérile froid équivalent au
1/10 du volume de resuspension de 1 avant-derniere
etape (200 pl).




7.2.3. Protocole d'électorporation proprement dite

- Mettre la cuvette d'électroporation dans glace (BIORAD).

— Dans un eppendorf : 40 pl - 60 pl de cellules
1 a 2 pul de solution de DNA.

- Melanger et laisser une minute sur glace.
- Parametres au niveau de 1l'électroporateur :
Capacite : 25 u F
Resistance : 200 ohms
Voltage : 2,5 Kv (Voltage optimal).
- Transférer dans la cuvette le contenu de 1 eppendorf.

- Pulse.

— Ajouter tres vite 1 ml de milieu SOC et resuspendre
a la pipettte pasteur steérile.

- Transferer dans un eppendorf et laisser a 37°c
pendant 1 heure (avec agitation eéventuelle).

- Vérifier que la RC soit comprise entre 4 et 5 msec.
— Etaler sur boTte NZYM ampicilline et laisser une nuit

a 37°c.

Remarqgue : Il est nécessaire que la solution d'ADN a
electroporer soit nettoyée de ses sels (ou du
moins en grande partie), sinon il y a risque

d'arcs électriques. Pour ce faire, on
utilise le protocole de preécipitation de
1"ADN (voir point 5 : purification et

precipitation d’'ADN).




Linear denatured DNA

+ random LA + dATP. dCTP. dGTP. dTTP + Dig-dUTP
hexanucleotides - - + Kienow enzyme ----p

D, A W

Sy of labeled DNA

e, / T /
sl AL S

+ anti-digoxigenin-AP \’ili

+ X-phosphate + NBT

o 8

Figure 11.10 : Réaction de marquage de I'ADN par la DIGOXYGENINE.
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8. SCREENING DES TRANSFORMANTS PAR SONDE MARQUEE A LA
DIGOXYGENINE

8.1. Principe du marquage (Kit DIG DNA LABELING,

———————————————————— BOEHRIGNER MANNHEIM)

L"ADN est marqueé par 1’ 'incorporation du complex
digoxygenine couplée au deoxyuridine—triphospha
Le dUTP est lié via un "bras-spacer" a 1 hapten
steroldien qu'est la digoxygénine (DIG-dUTP).
hybridation sur 1°ADN-cible, les hybrides sont
detecteés par "enzyme-linked immunoassay" en uti
un anticorps couplée a la phosphatase alcaline (
jugue antidigoxygeénine — phosphatase alcaline)
une reaction coloreée catalyseée par la phosphata
dont les substrats sont :

« " X=phosphate (35 = bromo — 4.= chloro — 3 =
indolyl phosphate)

. NBT (nitroblue tétrazolium)

e
te.

e
Apres

lisant
con=
et

se

La methode de marquage de 1 ADN (voir protocole)

permet un marquage efficace de petites (10 ng)
grandes quantites (3 pg) de DNA.

ou de

Il est a8 noter gque 1 'ADN linéarisé est marqué plus

efficacement que 1'ADN circulaire. Dans tous 1
cas, 11 faudra deénaturer 1 'ADN par la chaleur a
de proceder au marquage. La reaction est rapid
(une heure) et résulte dans 1 'incorporation du

complexe DIG-dUTP tous les 20 - 25 nucléotides

niveau de 1 'ADN néo-synthétisé (voir figure II.
cette densiteé d’ haptenes confere une sensibilit
elevee au test.

.2. Tampons et solutions utilisés

- Tampon SSC 20, x NaCl 3N
NaCitrate 0O0,3M
Porter a pH 7,5

— Solution de preé—-hybridation :
10 ml Denhart’'s solution
15 ml1 20 % SSC
1,6 ml ADN de 5 perme de Saumon & mg/ml
0,9 mlide"Shs 1077

Ajouter de 1 ' eau distillée jusqu’'a 50 ml.

es
vant
=

au
10 )
e
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— Spolution de Denhart :

Ficoll S5g S5g
Polyvinylpyrolidone 5g
BSA/pentax Fraction V Sg

Monter jusqu’a 500 ml avec de 1'eau
distillee.

Filtrer et aliquater. Conserver a - 20°c.

8.3. Protocole de marquage

— L"ADN doit @tre purifié par extraction au
phénol-chloroforme et précipité a 1'éthanol
(voifr point. 8)%

— Dénaturer 1°ADN en le chauffant au bain—-marrie a
100°c pendant 10 minutes.

- Ajouter a la solution d'ADN (10 mng - 3 ug) :
2 pl d’'hexanucléotide mixture (n°® 95)
2 pl de dNTP labeling mixture (n°® &)

de 1'eau steérile jusgqu’a 19 pl de volume
final

1 pl d'enzyme KLENOW (n° 7)
Volume final : 20 ul.
— Centrifuger brievement (5 secondes) et incuber au
moins 1 heure a 37°c. Une incubation plus longue

(20 heures) augmentera la gquantite d ADN marqué.

— Arréter la réaction en ajoutant 2 pl de solution
d “EDTAS %0, 2:M; .pH B.0:

— Précipiter 1" ADN marque avec 2,5 upl LiIiCl (4M) et
75 pl d'éthanol froid 100 % . Vortexer.

- Laisser 45" a - 70°c ou une nuit a - 20°c.

- Centrifuger 15 minutes & 12000 rpm. Jeter le
surnageant.

- Laver le culot avec de 1 'éthanol 70 7% froid.
Seécher sous vide.

— Resuspendre dans 50 pl d’'eau sterile.




8.4.

Protocole d ' hybridation sur boite de peétri

Utiliser des filtres de nitrocellulose ou des
membranes de nylon chargées positivement (BOEHRINGER
MANNHEIM) .

— Etre en conditions stériles ou sous hotte.
Travailler avec gants.

- Faire un répliquat de chaque boTte. Remettre a
S7Ztciune nuit.

— Deposer la membrane sur les colonies et la
laisser s’'adsorber.

- Retirer la (les) membrane (s) avec les colonies
bactériennes adsorbees.

Traiter les filtres successivement dans les
solutions suivantes :

a. SDS 10 % (5 minutes)
b. 0,5 M NaoH

1,5 MiNaC1l (S minutes)
G -MeNatl

0,5 M Tris—-Cl pH 7,4 (5 minutes)

d. & % 858C (S minutes)
— Secher a temperature ambiante 30 minutes.
- Mettre les filtres 1 - 2 heures a 80°c.

- Passage dans un bain 30 minutes a 50°c

8DS 0. 9%
SSC &6X
EDTA 1mM pH 8.0

- Incuber trois heures dans la solution d’'hybrida-
tion &' . &65%c .

- Hybridation & 65°c

Jeter la solution d’'hybridation et la
remplacer par une solution fraiche dans
laquelle on ajoute la sonde deénaturee.

On fait bouillir la sonde pendant 10 minutes
et sera ensuite ajoutée rapidement a la
solution d’'hybridation.

Incuber une nuit avec cette solution a 65°c.

- Recuperer la sonde et conserver a - 20°c.
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8.5. Protocole de lavage et de réveélation

8.5.1. Tampons et solutions utilisees

. Tampon de lavage : buffer 1 + Tween 20
0,3 o AELaka?)

acide maleique (Fluka) 0,1 M
NaCl (Fluka) 0,15 M
ajuster a pH 7,5.

. Tampon 1

. Tampon 2 Solution stock "blocking" diluée

1 pour 10 dans le buffer 1.

. Solution stock "blogking"

reactif "blocking"”
diluee 10 fois
dans le buffer 1.
A autoclaver et
garder a - 20°c.

- Fampon 3:5 Tris—HC1 0,1 M (Fluka)
NaCl O, 1Mt Luka)
MgC1l2 50mM (Fluka)
Ajuster a pH 2,5.
. Tampon 4 : Tris—HC1 (Fluka) 10mM
EDTA (UCB) 1mM

Ajuster a pH 8.0

8.5.2. Technique

- Passage a 65°c dans deux bains consecutifs :
O 1 4a8DS— 2 bk 5§80 500 ml 2545
051 8PS = 042" % 55C 500 ml 2x9

- Laver les membranes dans le tampon de lavage
pendant 5 minutes a température ambiante.

- Incuber les membranes pendant 30 minutes dans
le tampon 2.

— Diluer 10000 fois 1'anticorps anti-DIG conjugue
a la phosphatase alcaline dans le tampon 2.

- Laver 2 x 135 minutes avec 100 ml de tampon de lavage.

- Equilibrer 2 - 5 minutes dans 20 - 50 ml de
tampon 3.




— Incuber les membranes avec 10 ml de solution
coloree a 1'abri de la lumiere.

La couleur bleu/pourpre apparait endeans quelques
minutes et la reéaction est complete apreés 16 heures.
Ne pas meélanger ou agiter lorsque le signal se
developpe.

— Lorsque les spots sont apparus, arréter la reaction en
lavant les membranes pendant 5 minutes dans 50 ml de
tampon 4.

- Les membranes peuvent €tre conservees dans le
tampon 4 en attendant d'@tre photographiees.
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9. EXPRESSION DES PROTEINES DE FUSION PAR LES TRANSFOR-
MANTS POSITIFS

9.1

Expression au niveau du vecteur pMAL - cRI et lyse

95

3

1.1. Tampons utilisés

- Tampon Laemmli :

05757 gir/300 ml  I"TRTS-HC1 “(Fluka)
pH 6,8
2ugF'o2° %) -8hs (LKB)

— Tampon F : Tampon phosphate 50 mM
B mercaptoéthanol 1mM
PMSF 1mM
LYSOZYNE O,6 mg/ml
H20
Ajuster a pH 7,4

1.2.. Protpeole

Methode 1 :

1. Lancer une preée-culture en milieu NZYM + Amp de
bactéries XLI-Blue contenant le plasmide recombinant
tReanurted - S72°% s

2. Inoculer 9 ml de milieu NZYM + Amp avec 1 ml de
prée—culture et laisser pousser jusqu’'a une D.O.

de: 0,5 - 0,6 (& = 600 nm).

3. Ajouter 30 gl d"IPTGE (100 mM —=23 0,3 mMfinal)
(BOEHRINGER) .

4. Incuber pendant 3 heures a 37°c.
3. Centrifuger 10 minutes & 4000 rpm.
6. Resuspendre dans tampon de Laemmli (voir point 9.1.).

7. Centrifuger 10 minutes a 12000 rpm.

Remarque IPTG: Isopropyl,p D thiogalactopyranoside.




Méethode 2 (Tampon F)

&'

7

Resuspendre dans le tampon F.
Réaliser gquatre cycles de gels/deégels.

Soniquer trois fois deux minutes tous les
echantillons.

Centrifuger dix minutes a 12000 rpm.
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10. ELECTROPHORESE UNIDIRECTIONNELLE SUR GEL DE POLYA-
CRYLAMIDE EN PRESENCE DE SODIUM DODECYLSULFATE (SDS)

10.1.

Principe

10.1.

1064

Cette technique est couramment utilisee pour

1" analyse d'un mélange complexe de protéines.
Elle permet en effet, la séparation complete sur
base du poids moleéculaire des divers constituants
de 1'échantillon deposé au sommet du gel, grace a
la réticulation du gel et au courant gqu'on luil
applique.

1. Gel de polyacrylamide

Le gel de polyacrylamide résulte de la polyméri-
sation de monomeres d'acrylamide en longues chaines
pontées avec du méthyleéne bisacrylamide (HAMES et
RICKWOOD, 1981).

La polymérisation est initiée par des catalyserus
produisant des radicaux libres, par exemple le
persulfate d ammonium, le NNN'N’' - tetramethylene
diamine (TEMED). La réaction est inhibee en
présence d'un exces d’'02.

La reticulation du gel depend du pourcentage
d'acrylamide et de bisacrylamide mis en presence.
La mobilité électrophoretique des protéines diminue
si la taille des pores diminue. L 'influence de la
taille des pores sur la mobilité varie d’ une pro-
teine a 1'autre car la charge et la taille des
molécules interviennent dans la potentialite mi-
gratoire. Plus les molécules sont grosses et plus
elles sont ralenties par le gel.

2. 8D — PAGE

Le sodium dodecyl sulfate est un détergent anionique
qui a pour propriété de rompre la structure tri-
dimensionnelle des protéines.
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Quand les proteines sont dénaturées par la chaleur
en presence d’'un exces de SDS et d'un reéducteur des
ponts disulfures (A 2-mercaptoéthanol), elles se
déroulent et se voient entourées de molécules de
SDS a raison de 1,3 a 1,4 g par gramme de protéines
de sorte que chaque molecule a la méme densite

de charges neégatives quelle que soit sa charge de
départ.

Les protéines ainsi traitées migrent dans un gel de
polyacrylamide uniquement en fonction de leur taille.

Le gel de polyacrylamide se compose de deux
parties : un running gel ou gel de separation sur-
monte d'un stacking gel ou gel d ' empilement.

10.2. Solutions utiliseées

X Running gel :

0,375:M Tris. HCl pH 8,8
10 % acrylamide

0,27 % bisacrylamide
Qi 7 SDS

0,09 % Temed

Q0D Persul fate

¥ Stacking gel :

0,125 M Tris Hcl pH 6,8
S % acrylamide

0408 % biscrylamide

O lwl SDS

0,09 "4 Temed

0,08 4 Persul fate

Melange 5 fois concentré :

SDS (LKB) 10 %
Tris HC1 (Fluka) 250 mM
Mercaptoethanol 1O
Glyceérol (UCB) SO=%
Bleu de Bromesphénol Q5297
Tampon eélectrophorese :

Tris (Fluka) 0,025-M

Glycine (UCB) 0, 192 M (=] i = S

SDS (LKB) O el




Solution de coloration :

0,25 g bleu de coomasie (brillant blue RSO)
45 ml méthanol

45 ml H20 distillee

10 ml acide acétique glacial

Solution de décoloration :

30 7% ethanol T (Merck)
10 7% acide acétique glacial (UCB)
60 7. H20 distillee

10.3. Mode opératoire, d’'apres Laemmli (19270)

10.3.1. Préparation des gels

Les catalyseurs sont ajoutés au dernier moment.
Pendant la polymérisation du running gel, ce dernier
est surmonté d'alcool isobutyliqgque pour éviter son
contact avec 1°'02.

Le stacking gel (3 %) est ensuite coulé au moment
d inserer le peigne gui moulera les 10 puits.

- Preparation des eéchantillons :

20 pl de tampon échantillon (voir point
o I

5 pl de mélange 5x concentreé
On fait bouillir 1°échantillon S minutes.
On deposera 25 a 30 pl par piste de gel.
Parallelement & ceux-ci, on fait migrer des pro-
teines de poids moléculaire comme (étalon). On fera
bouillir également 1'étalon 5 minutes.

Remarque : standard de PM utiliseé :

Sigma LPM  (SD8 — 7)

alpha—-lactalbumine PM 14200
inhibiteur de la trypsine PM=20100
Trypsinogene PM 24000

anhydrase carbonique extraite des
GR bovins PM 29000
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glyceraldehyde - 3 - phosphate D.H.

(lapin) PM 36000
Ovalbumine PM 43000
Albumine bovine PM 66000

10.3.2. Migration

La cuve a électrophorese est remplie de tampon. Un
courant de 200 volts est applique pendant 43 minutes.
La révélation du gel peut se faire soit par colo-
ration, soit par immunodeétection : ce qui implique
le transfert sur nitrocellulose.

10.4. Réveélation

10.4.1. Coloration au bleu de Coomasie

Decoller preudemment le gel des plaques
de verre. Couper le stacking gel ainsi
que le bord inférieur gauche (repere du
premier puits).

10.4.2. Decoloration

Changer plusieurs fois la solution de
decoloration jusqu’'a coloration du gel
voulue.

10.4.3. Sechage du gel




11. WESTERN BLOTTING (TRANSFERT ELECTROPHORETIQUE SUR

NITROCELLULOSE)

Apres migration eélectrophoretique, on peut blotter les
protéines sur nitrocellulose et dans ce cas, 1l ne
faudra pas colorer le gel.

Le gel est démoulé et mis en contact étroit avec une
feuille de nitrocellulose équilibrée dans du tampon
transfert, en prenant soin d'éliminer les bulles d’'air
pour un contact optimal (le tout est coince entre deux
feuilles de papier Wattman).

Le dispositif est immergeé dans le tampon transfert et
dans le trans—-blot cell et soumis & un champ électrigue
(50 volts pendant 1 h 30').

Apres le transfet, la piste étalon est colorée & 1 aide
d'amidoschwartz pendant une minute. Elle est ensuite

decoloree pendant 3 x 10 minutes sous agitation.

Tampon blotting :

Tris 25 ‘mM (Fluka) 34,03 gr
Glycine 192 mM (UCB) 14,4 gr
Méthanol T 20 % (UCB) 200 ml

1 litre d'eau distillee

Composition de 1 'amidoschwartz 0,1 % :

Amidoschwartz (Merck) Qiyd G
Methanol (UCB) 45 ml
Ac. Acetique glacial (UCB) 10 ml
Eau distillee 43 ml

Apres blotting, le gel est coloré pour veérifier
l'efficaciteé du transfert. La feuille de nitrocellulose
est incubeée une heure en PBS 2 7% BSA pour saturer les
sites restés libres sur la membrane et est lavée ensuite
en PBS 1/1000 Tween 20.

Par apres, la feuille peut €tre stockee sécheée entre du
papier Wattman et dans un sac plastique (& 4°c).




12. PROTOCOLE DE REVELATION IMMUNODENZYMATIQUE DES

ANTIGENES FIXES SUR NITROCELLULOSE

12.15

’_k
N
N

Solutions utilisées

PBS. 1.0 %
KH2PO4 2 g
Na2HPO0O4 .2H20 14,4 g(si Na2ZHpO4 11,49qg)
NaCl 80 g
KC1 2'g
H20 1000 ml

Mettre a pH 7,4
Hydrolysat de caséine

25 g de caseine pour 800 ml NaOH 0,3 N
Inuik a S7%c

Porter a PH7 avec HC1l concentre

Porter a 1 litre avec de 1 'eau distillee

Tween PBS 1/1000 : 1 gr de Tween dans 100 ml de
PBS 10 fois concentre et porter
al litre.

Solution de révelation a 1°'AEC :
Tampon acetate (%) 0,5 M PHS

HROZ (53, 4) 30,1 L TO ml
AEC S5 ml de DMSO (UCB) avec une pastille

d’ AEC.
Tampon acétate : Acetate de Na 0,2 M 680 mg
Nacl 220 mg
CaCl2 7,95 mg
H20d 29 ml
(pH 9)

Protocole

Deposer sur la nitrocellulose, un échantillon de lysat
bactérien ou viral ou reévelation effectuée sur des
antigenes blottes sur la feuille de nitrocellulose
(WESTERN BLOTTING) .

Saturer dans un bain 50/50 PBS pH7,4 / Hydrolysat de
caséine pendant une heure.

Diluer le ou les differents anticorps dans la solution
PBS/Hydrolysat de caseine. S o




Laver au Tween PBS 171000 3 fois 15 minutes.

Dilution 17100 du Sheep Anti-Mouse Peroxydase (S5AM
Perox) dans une solution 50/50 PBS Tween.

Incuber 1 heure.
Laver au Tween PBS 1/71000 3 fois 13 minutes.

Laisser baigner les membranes de nitrocellulose dans
la solution de reévelation (REC).

Conserver a 1‘'abri de la lumiere dans un bain d’'eau
distillée contenant de 1'azide de sodium (NaN3).



13. POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR)

13.1. Principe

Cette technique permet 1l'amplification de certaines

portions de gene. Pour que cela soit possible,
les sequences se trouvant de part et d autre de la
région—-cible a amplifier doivent €tre connues. La

preparation de DNA doit €tre dénaturee. Des
sequences "primer" de 20 pb complementaires des
sites de chaque coté de la région-cible

s’ 'hybrident chacun soit sur le brin "sense" soit
sur le brin "anti-sense" .

Une DNA polymeéerase est utilisée pour synthetiser
un simple brin d'ADN & partir de 1 'extremite 3° -
OH de chagque primer.

Le cycle peut ainsi €tre répeété en dénaturant la
préparation. Le nombre de copies de la séquence
augmente de fagon exponentielle. Depuis recemment,
on utilise une DNA polymerase provenant d’'une
bacterie thermophile : 1'enzyme reste actif durant
toutes les étapes requises pour les cycles denatu-
ration - renaturation et une séquence donneée peut
€tre amplifiée jusqu’a 4 x 10 & fois en 25 cycles.

La longueur de la séquence — cible est determinee
par la distance entre les deux "primers" (limite :
Ffi— 2N .

Lors des etapes d'amplification, 11 peut se
produire une erreur de polymerisation toutes les
2, 10% paires de base.

13.2. Les "primers"

Les primers typiques font généralement 18 a 28
nucleéotides de longueur et sont composés a 50 - &0
7 de bases G et C.

Il est a noter que la température d’'hybridation
est inférieure au Tm des primers. Ce Tm est
calculeé de la fagon suivante :

4° C pour les bases G et C
(Thein and Wallace, 1986)
2° C pour les bases A et T

On retirera 1 a ;5°c par mismatch (voir point
1S5S e



Des Tms entre 55° C et 80° C sont exigés. On
evitera le fait que les primers aient leur extré-
mite 3 'complémentaires en vue de prévoir la forma-
tion de dimeres primers. Géneralement, les tempé-
rature d’'hybridation comprises entre 355°C et 72°C
donnent les meilleurs reésultats.

13.3. Conditions de clonage des séquences obtenues par PCR

En utilisant deux enzymes telles que Pstl et BamHI
on rendra le clonage des seéquences amplifiées

plus efficace. En effet, une seule orientation
sera clonée et le vecteur ne pourra pas se refermer
sur lui-méme.

Les sites de restriction BamHI et Pstl seront
crees en ajoutant des mismatchs du coté S° du
primer, ceci n'ayant aucun effet sur la réaction
PER' (MULLIS ‘et AL, 19865 SCHARF et AL, 1986).
Lorsqu’'on ajoute des séquences a 1l 'extémiteée 5°

d'un primer en vue de creéer le site de restriction,
il est important de placer quelques bases (p.c. GG
ou CTC) qui permettront la reconnnaissance par
1'endonucleéase.

Si on veut créer un site de restriction plus
interne au primer, il faudra que les changements
de sequences soient fait le plus pres possible de
l'extrémite 5. Ceci, de fagon a éviter un
mismatch entre le primer et 1°ADN au niveau de
l'extreéemiteé 3° qui est le point de deépart de

1 amplification.
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13.4. Conditions de reaction et nombre de cycles (BOEHRINGER)

50 mM KCl1
10 mM Tris-HCl (pH 8.8 )
1,5 mM MgC12

100 mg/ml de gelatine

50 mM de chaque dNTP

20 a 50 pmol de primer amont

20 & 50 pmol de primer aval

2,5 unités de Tag DNA polymerase (BOEHRINGER)
100 ng @ 1 pg d’'ADN geénomique

Porter a un volume final de 100 pl avec de
l'eau distillee.

Recouvrir de glyceérol (75 pl)

Cycle de la reaction :

30 secondes a8 94°c (dénaturer le DNA)
30 secondes a 55°c (hybridation primer—-DNA)
30 secondes a 72°c (extension)

. 72°c est la température d’'extension a
partir des primers.

. 26 a 28 cycles sont généralement suffisant
pour produire assez d ADN en vue du clonage.

12.5. Purification des séquences amplifiées

Il est nécessaire de purifier les séquences
amplifiées car les dNTP’'s sont des inhibiteurs
competitifs de 1 'ATP lors de la reéaction de
ligation.

13.5.1. Solutions utilisées

Tampon de purification : 50 mM KC1
10 mM Tris—HC1
{pH' BB aAl'25%c)
1,9 mM MgCl2
0,1 7% Triton X-100

Solution de lavage : 80%Z d’'isopropanol




13.5.2. Protocole de purification (Kit Magic PCR

- Pour chaque reéaction PCR, transferer la
phase aqueuse dans un eppendorf propre sterile.
La preésence de glyceérol peut entrainer une dimi-
nution du rendement de purification.

— Aliquoter 100pl de "Direct Purification Bufffer"
dans un eppendorf (1,5 ml). Ajouter 30 - 300 pl
de la reaction PCR.

Vortexer pour melanger.

- Ajouter 1 ml de résine '"Magic Prep" et vortexer
3 fois pendant une peériode d une minute.

- Pour chaque produit PCR, préparer une "Magic"
minicolonne. Retirer le piston d’'une seringue de
3 ml et attacher le corps de celle-ci & la mini-
colonne.

- Pipeter le melange resine/ADN (2eme éetape) dans
la seringue. Insérer le piston et pousser treés
doucement et tres lentement de fagon a faire
passer le liquide dans la colonne.

— Détacher la seringue de la minicolonne et retirer
le piston. Reéajuster le corps de la seringue a
la minicolonne. Ajouter 2 ml de solution "Column
Wash" (Lavage) dans la seringue. Remettre le
piston et pousser tres lentement.

- Retirer la seringue et transférer la minicolonne
sur un eppendorf. Centrifuger le tout 20 secondes
a 12000 rpm pour secher la reésine.

- Transférer la minicolonne sur un nouvel eppendorf.
Ajouter sur la minocolonne 50 ul d'eau distillee
et attendre 1 minute. Centrifuger la minicolonne
pendant 20 secondes & 12000 rpm pour éluer le
fragment d" ADN attache.

- Retirer la minocolonne. L 'ADN purifié peut €tre
conserve a 4°c ou - 20°c.




X On estime le rendement de la purification &
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BUT DU TRAVAIL

La prophylaxie meédicale de 1 affectation au BRSV repose
4 1’ 'heure actuelle sur l’'utilisation de vaccins vivants
atténues. Ces vaccins peu efficaces n’'induisent
malheureusement qu'une immunité de courte duree (de 1 ordre
de 4 mois) de sorte que des revaccinations frequentes sont
nécessaires pour protéger correctement le cheptel.Dans ce
contexte, un vaccin de nouvelle géneration hautement immuno-
gene serait plus utile. En ce qui concerne 1'affection au
HRSV (Human Respiratory Syncytial Virus), aucun vaccin
efficace n'a encore éete mis au point.

Différentes protéines du virus syncytial bovin (G, F,
N et 22 K) peuvent conferer une reéponse protectrice mais
accompagnee de problemes immunopathologiques. Ainsi, les
proteines N et 22K, riches en épitopes T, orientent plutst
une reponse cellulaire tandis que les proteines F et G,
contenant plus d ' épitopes B, préconisent une reéponse humora-
le. Ces deux dernieres protéines induisent la production
d anticorps neutralisants mais aussi d'anticorps non-—-
neutralisants, ces derniers etant (selon certains auteurs)
associes a des lesions pathologiques. On sait ainsi que les
proteines F et G injectées a des animaux de laboratoire con-—
ferent une protection efficace & 1'égard du BRSV.

Il est donc de haute importance de pouvoir localiser
les épitopes B qui induisent uniquement 1 'apparition d ' anti-
corps neutralisants et de produire en guantiteée suffisante
les fragments porteurs d ' épitopes intéressants. C'est pour-—
quoi, notre travail s'est focalisé sur la proteine F qui
est la plus immunogene et qui, de plus, preésente moins de
variabilite antigenique que la protéine G. Nous essayerons
des lors, de localiser les épitopes B portes par la proteine
F, capables d’'induire une reponse neutralisante. Ceci sera
rendu possible grdce aux clonage de fragments de sequence du
gene F ne recouvrant idealement qu'un seul épitope B.
Ceux—ci seront clonés dans un vecteur d'expression afin de
les obtenir en grande gquantiteée. Les fragments de la glyco-
proteine F du BRSV obtenus seront caracterisés par une
batterie d’'anticorps monoclonaux anti-F preéalablement typés
au laboratoire.
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RESULTATS

1. STRAGEGIE

Dans un premier temps, nous réaliserons le clonage du
gene de la protéine de fusion (F) du BRSV dans un vecteur
d'expression : pMAL - CRI. Celle—-ci sera exprimee sous la
forme d une protéine de fusion Maltose Binding Protein -
Protéeine F (MBP - F), dans le but de tester des anticorps
monoc lonaux sur des lysats de bactéries recombinants pMAL -
CRI = F. I1 faudra donc d'une part, deéefinir les anticorps
monoclonaux reéactionnels en conditions dénaturantes et
d autres part, mettre au point les tests de detection par
les anticorps monoclonaux de la protéine de fusion exprimee
en pMAL - CRI.

En parallele, nous essayerons de cloner dans le vecteur
pMAL-cRI différents fragments de la séquence du gene F
obtenus par PCR (Polymeérase Chain Reaction) et par digestion
seéquentielle (Exonucléase III).

La production de ces différents fragments de 1la
proteine F (proteéines tronqueées) permettra de tester les
anticorps monoclonaux deéja typés. La reéactiviteé des
diffeéerents anticorps monoclonaux vis—a-vis des differents
peptides permettra la localisation d’'épitopes B continus
au niveau de la proteéine F.




ATG GOG AA MA GOC ATG MG ATG ATC AT MXC ATC ATC T1C ATC TOT MC TAT GTG MA CAT AT ACT TTA 100 CAA MC ATA K!QI-T

1 Met Ala ‘Thr Thr Ala Mot Arg Met 1le 1le Ser lle Ile itwe Ile Ser Thr Tyr Val Mu liis 1le e leu Cys Gln[Rsn 1le
Glu leu Leu 1le Leu Lys Tix Asn Ala 1le 1hr Ala Ile leu Ala Ala val 70r leu Cys e Ala Ser Ser RSS-2
Glu Leu Leu Ile liis Ser Ser Ala lle Ple Leu Thr Leu Ala Val Asn Ala Leu Tyr Leu Ser Ser 18537

85 ACA GM\ GMA TIT TAT CAA TCA AMA TCC AGT XA GIT AGT MA GST TAC CI'T AGT GCA TTA AGA ACT GGA TUG TAT ACA AGT GIG RB94
29 | Glu Glu Phe Tyr Gln Ser Thr Cys Ser Ala Val Ser Arg Gly Tyr Leu Ser Ala Leu Arg Thr Gly Trp Tyr Thr Ser val
Lys < RSS-2
I e 18537
A
169 GIA ACA ATA GAG TIG AGC AN ATA CAA AAA AT GTA TGT AAC AGT ACT GAT TUA AAC GIG AM TTA ATA MG CMA G CTA GAA RB94
$7 val Thr 1le Glu Leu Ser Lys Ile Gin lys Asn Val Cys[Asn Ser Hir|Asp for A val Lys leu lle Lys Gln Glu Leu Glu
Ile Asn Lys Glu Lys Gly Ala Lys Asp RSS-2
Ile Asn Lys Glu Thr Lys A Gly Mr Lys Asp 18537

253 AGA TRC ARC AAT GCA GTA GIG GAA TIG CAG TCA CIT AT CWM MT GAA O0G (XT TUC 1CC AGT AGA GCA AW\ AGA GGG ATA CCA RB94
85 Arg Tyr Asn Asn Ala Val Val Glu Leu Gln Ser Leu Met Glu Asn Glu Pro Ala Ser Ser Ser Arg Ala Lys Arg Gly lle Pro
Lys Lys Ser M Leu Ser Thr r Asn Asn Arg Glu Leu RSS-2
Lys Lys Mr Leu M Ala Asn Asn Arg Glu Ala 18537

337 GG TTG ATA CAT TAT AM AGA AAC ICT ACA M\ AAG TIT TAT GUS CTA AIG GUC AMMA AAG MGA AMMWA AGG AGA TIT TTA GGA TIC RB94

113 Glu Leu Tle Nis Tyr Lys Arg|Asn Ser Thr|lys Lys e Tyr Gly leu ot Gly Lys Lys Arg Lys Arg Arg Ple Leu Gly Ple
Atg Phe Met |Asn Mflleu)l * Asn | Asn 1ir [Asn Val 1w | ~u Ser RSS-2
Gln 1yr Met|Asn Mir|lle e ° Asu leu val Ser|lle Ser P 18537
ul'mmu;l:arrcm'lcrmmmmrorr(maxmmmmmmcmmmoma\ccmmrmM'rmmm

141 Jeu Leu Gly lle Gly Ser Ala lle Ala Ser Gly Val Ala Val Ser Lys Val Leu iiis Leu Glu Gly Glu val Asn Lys lle Lys
va 1lle

RSS-2

val Ile 18537

S05 AAT GOA CTG CTA TCC ACA MT AM GCA GIA GIT AGT CTA TUC AAT GGA GIT AGT GIT CIA ACT AGC MA GIA CTT GAT CTA ANG RB94
169 Asn Ala Leu Leu Ser Thr Asn Lys Ala val val Ser Leu Ser Asn Gly Val Ser vVal Leu Thr Ser Lys Val Leu Asp Leu Lys

Ser RSS-2

18537

589 AAC TAT ATA GAC AAA GAG CIT CTA CCT AMWA GTT ANC AT CAT GAT TGT CMG ATA TUC AAC ATA GCA ACT GIG ATA GAA 11T CAA RB94
197 Asn Tyr 1le Asp Lys Glu Leu Leu Pro Lys Val Asn Asn llis Asp Cys Gin lle Ser Asn Ile Ala Thr Val lle Glu Fhe Gln

Gln 1le Lys Gln Ser Ser Glu RSS-2

Asn Asn Arg 1le Gln Gln Ser A Arg Glu 18537

673 CAA AAA AAC AAT AGA TTG TTG GAM\ NIT GCT AGG GMA TTT AGT GTA AAT GCT O5T A1T AOC MA COCC CIT AGT ACA TAC A1G TIG RBI4
225 Gln Lys Asn Asn Arg Leu Leu Glu lle Ala Arg Glu Ple Ser val Asn Ala Gly 1le Thr 1hr Pro leu Ser Tu Tyr Met Leu

Mr val val RSS-2

Met Ser The val 18537

757 ACC MAT AGT GMA TTA CTA TCA CTA AIT AT GAT ATG CCT ATA ACG AAT GAC C\A MMA ANG CTA ATG TCA AGT AAT GIT CAA ATA RDB94
253 Thr Asu Ser Glu Leu Leu Ser Leu 1le Asn Asp Met Pro lle Thir Asn Asp Gln Lys Lys Leu Met Ser Ser Asn Val Gln lle

Asn RSS-2

18537

841 mcamcmcncmmr-:d:wrMcm«:n:mcmmmmcmcmmrmmm ccr

T
281 val Arg Glu Gln Ser Tyr Ser lle Met Ser val val Lys Glu Glu val Met Ala 1yr val val Gln Leu Pro
1le lle Leu

Leu RSS-2

Ile Ile Leu 18537

925 ATA GAC ACC CCC IGT TGG AM CTA CAC ACC TCT CCA TIA IUC ACC ACT GAT AAT AAA GMA G35 TCA AAC ATC 1GC TTA ACT AGG RB94
309 Ile Asp Thr Pro Cys Trp Lys Leu llis Thr Ser Pro Leu Cys 1hir Thr Asp Asn Lys Glu Gly Ser Asn 1le Cys Leu Thr Arg

Asn 1hr PSS-2

A A Asn 1le A 18537

1009 ACA GAT CGT GGG TGG TAT 1GT GAT AAT GCA GUC ICT GIG 'ICT TIT TIT CCT C\G GUA GAG ACA TGT AAA GTA CAA TCA AAT AGA RB94
337 Thr Asp Arg Gly Trp Tyr Cys Asp Asu Ala Gly Ser Val Ser Me Phe Pro Gin Ala Glu T Cys Lys val Gln Ser Asn Arg

Leu RSS-2

A Asp A 18537

1093 GIG TTC TGT GAC ACA ATG AAC AGT TTA ACT CIG CCT AT GAT GIT AC TTA TUC AAC ACT GAC ATA TIC AAT GCA AAG TAT GAC RB94
365 Val Phe Cys Asp Thr Met Asn Ser leu Thr Leu Pro T Asp Val Asn Leu Cys Asn 1hr Asp Ile Phe Asn Ala Lys Tyr Asp

Ser Glu 1le Pro RSS-2

A Ser Glu Ser A Ser 18537

1177 TGT AM\ ATA KTG ACA TCT AM ACT GAC ATA AGT AGC ICT GIA ATA ACT TCA ATA GFA GCT ATT GIA TCA TGC TAT GG AAG ACA RB94
393 Cys Lys Ile Met Tlr Ser Lys Thr Asp lle Ser Ser Ser Val 1le 1 Ser lle Gly Ala Ile val Ser Cys Tyr Gly Lys 1hr

val 1eu RSS-2

Leu 18537
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