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Résumé 

Le virus respiratoire syncytial bovin ou BRSV (famille paramyxoviridae, genre 

pneumovirus) est la 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 phénomènes immunopathologiques, associés à l'infection. 

L'étude de la cartographie des épitopes B de cette protéine est donc primordiale. 

Dans ce but, l 'expression de la protéine Fen fusion d'une protéine de liaison au 

maltose (vecteur p-MAL-cR 1) fut réalisée en vecteur procaryote E. coli. La mise au 

point de tests de reconnaissance de lysats bactériens à l'aide d'anticorps 

monoclonaux anti-F fut entreprise. Des fragments de la protéine Font 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 première cartographie 

des épitopes B portés par la protéine F. Certains fragments pourront alors être 

utiliser dans le but d'induire une réponse hautement neutralisante. 
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Ordre de 
succession 
des gènes, 
3'-5' 

NSl 

NS2 

N 

p 

M 

SH 

G 

F 

M2 (22K) 

L 

Taille des 
mRNAs, 
queue de 
mRNAs 
exclue" 
528 

499 

1197/1196 

907 

952/938 

405/566 

918/838 

1899/1892 

Nombre 
d'acides 
aminés8 

139 

124 

391/391 

241 

256/256 

64/73 

298/257 

574/572 

957/958 194/186 

6578 2165 

a Chiffres concernant le HuRSV/BRSV, 

Poids Emplacement Fonction Propriétés 
additionelles de la 
protéine 

moléculairea.b 
ld1odalton 

15.6 

14.7 

43.5/42.6 

27.1 

28.7/28.7 

7.5/8.4 

32.6/28 
84-90 

63.5 
68-70 

22.2 

250 

Pas dans virion Inconnue Légèrement acide 

Pas dans virion Inconnue Basique 

Nucléocapside Protéine Abondante et fortement 
structurelle de complexée au RNA 
nucléocapside génomique 

Nucléocapside Composante de Phosphorylée, relativement 
la polymérase? acide, pas de cystéine ni de 

tryptophane 

Partie interne de Recouvrement 
l'enveloppe virale intérieur de 

l'enveloppe 
virale 

Surface des cellules Inconnue 
infectées 

Surface de Attachement au 
l'enveloppe virale récepteur de la 

cellule-cible 

Relativement basique et 
hydrophobe. Le gène présente 
une deuxième ORF qui 
chevauche partiellement 
l'ex1rémité COOH tenninale de 
la région codante du gène M, 
cette ORF code pour 75 acides 
aminés 

Structure fortement 
hydrophobe de 28 acides 
aminés. Insertion dans les 
cellules infactées via 
l'ex1rémité C-tenninale 

Haute teneur en sucres, dont 
90% sont liés à des résidus 
Sérine ou Thréonine. La 
protéine à un taux 
inhabituellement haut de ces 
deux acides aminés (31%) et 
ne comporte pas de séquence
signal NH2 tenninale. Elle 
semble ancrée dans la 
membrane via une région 
hydrophobe. 

Surface de Fusion 
l'enveloppe virale l'enveloppe 

virale avec 
cellule-cible, 
formation 
syncitia 

de Domaine d'ancrage COOH
tenninal et peptide-signal du 

la côté NH2. Clivée en deux sous
unités F 1 et F 2 reliées par pont 

Enveloppe virale Inconnue 

Nucléocapside Polymérase? 

de disulfure. F2 relativement 
hydrophile et contenant quatre 
à cinq sites pour l'addition de 
sucres N-liés. F 1 présente un 
domaine de fusion hydrophobe 
NHrtenninal. 

Hydrophile et très basique. 
Gène présentant une deuxième 
ORF capable de coder 90 
acides aminés. 

Faible abondance dans les 
virions et les cellules infectées. 

b Chiffres montrant le poids moléculaire avant (au-dessus) et après (en-dessous) glycosylation. 

TABLEAU 1.1 
Caractéristiques des gènes viraux du RSV (d'après Chanock & Macintosh, 1990) 
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INTRODUCTION 

1. HISTORIQUE - GENERALITE 

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

PARAMYXOVIRIDAE - PARAMYXOVIRUS (activité neuraminidasique 
et hémagglutinique) 

- PNEUMOVIRUS 

- MORBILIVIRUS 

/ sous-type A 
HRSV \ ~ous-type B 

BRSV différents sous
types 

PMV Pneumonie Murine Virus 

TRT Turkey Rhinotracheitis 
Virus 

Aucune activité neuraminidasique et hémagglutinique ne 
leur est associée. 

Le HRSV est la cause principale de malad i es 
respiratoires infectieuses chez les enfants de moins · de 
quatre ans ( R.M. CHANOCK AND MC INTOSH, 1990). 

Le BRSV est, quant à lui, le facteur étiologique le 
plus important des maladies resp i ratoires chez les veaux de 
moins de neuf mois. Ce virus fu t isolé pour la première 
fois par WELLEMANS, en Belgique, et par JACQUIER (MF. 
PACCAUD et C. JACQUIER, 1970) en Suisse. 

Ce virus, de répartition mond i ale, est responsable 
d'épidémies qui apparaissent principalement au début de 
l'hiver et occasionnent des pertes économ i ques 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, 1989; OWELL 
et AL, 1987), épidémiologiques et pathologiques. 
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ENVELOPPEINTERNE 
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NUCLéOCAPSIDE • 

Protéine de Matrice (M) 

Protéine de Matrice 2 -Hypothétique- (M2) 
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Figure 1.1 Représentation schématique d 'un virion du RSV sort ant 
d 'une cellule infectée. 
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2. DESCRIPTION DES VIRUS HUMAINS ET BOVINS 

2.1. Structures des virus (figure I.1) 

Les RSV (humain et bovin) sont des virus enveloppés 
renfermant une nucléocapside hélicoïdale contenant un 
génome formé de simples brins d ' ARN négatif d ' une 
longueur de 15 Kb. 

Gr âce à d i fférentes études, on a pu montrer que le 
génome du RSV code pour 10 mRNA monocistroniques 
traduits en protéines lors de l ' infection 

Sa carte génétique est la suivante : 

3 ' - 1C/NS1-1B/NS2-N-P-M-1A/SH-G-F- 22 K/M2-L-5' 

2.2. Description des protéines 

Huit de ces dix protéines sont structurelles, seules les 
protéines 1B et lC ne le sont pas. Les glycoprotéines 
majeures exprimées à la surface des cellules infectées 
et à la surface de l ' enveloppe virale sont la protéine 
de fusion (F), la protéine d ' attachement (G) (voir 
tableau I.1). 

NS1/NS2/SH 

NS1 ( 1C) - NS2 (1B) 

Ces deu x protéines ne sont pas structurelles, c ' est-à
dire qu ' elles sont détectées dans les cellules 
infectées et non dans les virions. 

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

SH (lA) 

Cette protéine a un poids moléculaire de 7,5 kD et a un 
noyau h y drophobe de 28 AA ce qui lui permet de s ' ancrer 
au ni v eau de la membrage cellulaire. Celle-ci ne se 
retrouve pas dans le virion et sa fonction est inconnue. 
Elle e x iste sous quatre formes glycosylées (15 kD - 30 kD) 
et n o n glyc osy lées (4,8 kD - 7,5 kD). 
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Figure I 2 : Structure linéaire de la protéine G du sous groupe A (souche 
A2) et comparaison à la protéine correspondante d'une 
souche du sous groupe B ( 18537). 

N = sites potentiels de N-glycosylation. 
I = sites potentiels de 0-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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N/P/L 

Trois protéines sont présentes dans la nucléocapside 

N nucléoprotéine 43,5 kD 
P phosphoprotéine 27,1 kD 
L "large protein" 250 kD 

N est une protéine abondante qui a une fonction struc
turelle et est complexée avec le RNA génomique. 

La protéine L contient 2165 Acides aminés (DAVID STEC 
AND PETER COLLINS, 1991) et serait la RNA polymérase 
virale dont la protéine P serait la sous-unité régula
trice (R.M. CHANOCK AND MC INTOSH, 1990). Il es t à 
remarquer que la protéine Pest fortement phophorylée. 

M/M2 (22K) 

M est l a protéine de matrice et a un poids moléculaire 
de 28,7 kD. On ne connaît pas sa localisation exacte 
dans l ' e n veloppe virale. On a aussi trouvé une seconde 
protéine de matrice : M2 (22 kD). M2 est hydrophobe et 
de fontion inconnue. 

Protéine G ( figure 1.2) 

C ' est une glycoprotéine d'enveloppe. 

La protéine G mature fait 84 - 90 kD : plus de 60 ï. de 
son poids moléculaire est attribué à des chaînes laté
rales d ' hydrate de carbone dont 90 ï. sont de type 0 
liés (fi xées à un résidu sérine ou thréonine). Les 10 ï. 
restants sont de type N - liés, et seraient fixés aux 
résidus asparagine de la séquence acceptrice Asn - x -
Ser / Thr ( voir figure). 
Toutes ces gl ycosylations (de type Net 0) sont impor
tantes pour l ' e xpression de la protéine G à la surface 
cellulaire (G.W. WERTZ et AL, 1989). 

La protéine Gest ancrée dans la membrane par une région 
hydrophobe située du côté NH2 - terminal (AA 41 --> 62). 
A remarquer que le côté carboxyterminal est orienté du 
côté extracellulaire (R.A. OLMSTED et AL 1988). 
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La glycoprotéine Ga une fonction d ' attachement (WALSH 
et AL, 1983), de fixation à sa cible cellulaire. Les 
comparaisons entre les séquences des protéines G des 
différentes souches virales ont révélé l ' existence 
d'une région qui peut être impliquée ·dans l'attachement 
a ~ écepteur de la cellule hôte. C ' est une des rares 
régions conservées de treize acides aminés (164 --> 
176) dans laquelle on retrouve deux résidus cystéine, . 
Il y a aussi deux autres résidus cystéines au x 
positions 182 --> 186 qui sont conservés , eux aussi. 
Donc, quatre cystéines (AA hydrophobe) regroupées en 
cluster dans une région de 14 AA (173 -- > 186) semblent 
très importantes pour la fonction d ' attachement à la 
cible cellulaire (K. MC INTOSH AND R.M. CHANOCK, 1990) 
(voir figure I.2). 

La protéine G du BRSV est différente tant au niveau 
antig~nique qu ' au niveau de sa séquence primaire de c e 
lle du HRSV. Il est à remarquer que 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 spécificité d ' espèces. 

En effet, LERCH et AL (1990) ont montré que la région 
de 13 AA impliquée dans la f onction d ' attachement chez 
les sous-groupes A et B du HRSV n ' est q u e partiellement 
conservée au niveau de la proté i ne G du BRSV. 
Les quatre résidus cystéines sont, quant à eux, conser
vés au niveau de la protéine G des deu x virus. 

G pou r rait se lier à la protéine F, probablement par 
ponts disulfures (P.L. COLLINS AND G. MOTTET, 1991). 
En effet, ARUMUGHAM et AL ( 1989 a) détectèrent de 
peti t es quantités d'hétérodimères F - Gau niveau des 
cellules infectées. 

Protéine F ( figure 1.3 ) 

Fest 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 ce l lule hôte et la formation de 
syncytia ( WALSH et AL, 1985). 
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En ce qui concerne l ' organisation générale de la 
protéine F : son squelette protéique a un -fM de 63,5 kD . 
Elle a un peptide- signal à son extrémité NH2 - terminale 
et un domaine d ' ancrage à la membrane à son extrémité 
carboxyterminale (voir figure ci-dessous). 

La protéine Fest synthétisée en un précurseur Fo (69 kD) 
qui est N - glycosylé. Ce précurseur sera ensuite 
processé par endoprotéolyse en deux sous-unités Fl (49 
kD) et F2 (20 kD) qui sont unies par ponts disulfures 
(FERNIE et AL, 1985; GRUBER AND LEVINE, 1985 b). Il 
sembl~ que la formation du _virus infectieux dépende 
d'un processus analogue décrit chez les paramyxovirus 
clivage enzymatique post-translationnel de Fo (ANDERSON 
et AL, 1989). 

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

Il est à noter que, au contraire de la protéine G, la 
protéine Fa son extrémité NH2 - terminale orientée de façon 
extracellulaire. 

COOH 

G 

NH2 

NH2 

1 F 

COOH 

F 
G 

glycoprotéine de type I 
glycoprotéine de type II 

Lors de la biosynthèse, il y a oligomérisation de la 
protéine Fau niveau du réticulum endoplasmique. En 
effet, les protéines F formeraient des tétramères. Les 
sous-unités Fl constitueraient le noyau du tétramère. 
Les sous-unités F2, elles, seraient orientées de façon 
e x terne. 

Le clivage de ce précurseur Fo en Flet F2 semblerait 
prendre place au niveau du trans-Golgi (P.L. COLLINS 
AND G. MOTTET, 1991). 

Cette maturation de la protéine F semble être une con
dition nécessaire à son transport vers la surface cel
lulaire. La glycosylation faciliterait le clivage 
(P.L. COLLINS AND G. MOTTET, 1991). 



Pourcentaee d'homolneie de séauence 
Nucléotides/Acides aminés 

BRSV/HuRSV A• BRSV/HuRSV B• HuRSV A/HuRSV B• 
F 75 80 75 81 82 90 
G 51.7 29 50.8 30 67.4 53 
M 74 89 
Ml 69 80 80 
N 81 93 81 93 86 96 

SB 50 38 49 36 76 78 

a Les sous-groupes sont représentés par les souches "prototypes", à savoir A2 pour le sous
type A et 18357 pour le sous-type B. 

TABLEAU 1.2 
Homologie entre les diverses séquences déjà obtenues pour le RSV 

(voir texte pour les références) 
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La séquence de six acides aminés basiques consécutifs 
( Lys (131) - Lys - Arg - Lys - Arg - Arg <i 3 6 )) e n 
amont du site de clivage (voir figure) sert . d e . si t e 
d ' action pour des protéases cellulaires. Cette dige
stion va libérer la partie NH2 - terminale de Fl qui 
est hydrophobe et qui est responsable de l ' activité 
fusogéniq~e (Phe (137) - Leu - Gly - Phe - Leu - Leu -
Gly - (143)) . 

Comparaison séquence F HRSV - F BRSV 

Par sonde cDNA, anticorps monoclonaux , antisérums bovins 
et humains et par séquençage,notre laboratoire a compa 
ré la souche RB94 (WELLEMANS AND LEUNEN, 1985) du BRSV 
aux souches humaines (WALRAVENS et AL, 1990). 

Il y a environ 75 'l. d'identité 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-unité Fl de RB94 a,respectivement, 88 ï. et 89 ï. 
d ' homologie avec les sous-types A et B du HRSV. L ' homo
logie concernant la sous-unité F2 est quelque peu 
inférieure (67 'l. et 68 'l. ,voir tableau 1.2). 

Il semblerait qu'une plus grande pression sélective ait 
été appliquée au niveau de l a région Fl (conservation 
de l ' activité fusogénique) (WALSH et AL, 1986). 

Il y a quatre sites accepteurs potentiels de glycosy
lation de type Nau niveau de la protéine F de la 
souche RB94. 

Trois d ' entre eu x sont bien conservés che z les souches 
humaines (figure : position 27, 70 et 500). Deu x 
autres sites de N - glycosylation sont présents chez 
les souches humaines et absen ts de la souche bovine ( K. 
WALRA VENS et AL, 1990). 

2 .2. Souches v irales humaines et bovines ( tableau I.2) 

- Souches humaines 

Sur base de la réactivité avec des anticorps mono
clonaux (MoABS), de l ' antigénicité et de la masse 
moléculaire (surtout au niveau de la protéine P), deux 
sous- groupes A et B ont été ident ifiés (MUFS0N, D.A. , 
1985 ) . 



- 7 -

Ces deux sous-groupes présentent des différences 
antigéniques au niveau de la protéine G mais aussi et 
dans une moindre mesure au nivegu de la protéine F e t 
des protéines Net P (GIMENEZ, N.B., 1986). 

Il a été démontré que les souches des deux sous-types 
co-circulent dans le temps et dans l ' espace. Enfin, 
il n'a pas encore été démontré clairement que les 
souches de chaque sous-type présentaient des degrés 
de pathogénicité différente (HENDRY, R.M., 1986). 

- Souches bovines 

Les anticorps monoclonaux dirigés contre la glycopro
téine G (protéine d'attachement) des sous-groupes A 
et B du HRSV ne réagissent pas avec le virus bovin 
(BAKER et AL, 1992). Les sérums polyclonaux humains 
et bovins ne sont pas "cross-réactifs" en ce qui con
cerne la glycoprotéine G. Etant donné que les diffé
rences antig~niques majeures se situent au niveau de 
la protéine G pour les sous-groupes A et B, ces 
résultats suggèrent que le BRSV appartient à 
un groupe antigénique différent de celui du HRSV. 
De plus, le séquençage du gène de la glycoprotéine G 
du BRSV révèle une homologie de séquence de 29 à 30 ï. 
seulement, avec les souches humaines (LERCH, R.A., 
1990). 

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 même été mises en 
évidence au niveau de masse moléculaire de certaines 
protéines du BRSV (BAKER et AL, 1992). 

Certaines analyses d ' antigénicité ont montré que le 
BRSV serait, lui aussi, divisé en deux sous-groupes 
(WALRAVENS et AL, manuscript en préparation).On a 
aussi relevé des différences de poids moléculaire 
au niveau des protéineSP et F du BRSV; ceci étant dû 
à des modifications post-translationnelles différentes 
de celles du HRSV (JOHNSON, P.R. and P.L. COLLINS, 
1988 et 1990). 
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3. LA PATHOLOGIE ASSOCIEE AUX INFECTIONS HRSV - BRSV 

La pathologie associée aux infections par ces deux 
virus est similaire à celle provoquée 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 l ' épithélium bronchique et destruction des cellules 
épithéliales ciliées (AHERNE W. et AL, 1970). 

Les lésions histologiques sont caractérisées par des 
infiltrations de lymphocytes, de cellules plasmatiques et de 
macrophages au niveau des bronches et des parois alvéolaires. 
Les tissus sous-muqueux et adventiciels deviennent oedémateu x 
et la sécrétion du mucus est excessive. 

Tout ceci conduit à l'obstruction des bronchioles avec 
collapsus ou emphysèmes. L'état peut s'aggraver et donner 
une pneumonie : épaississement des parois accompagné d ' une 
i nf i ltration de cellules mononucléaires et les espaces alvé
olaires sont remp l is de liquide ( K. MC INTOSH AND R.M. 
CHANOCK, 1990) . 

Chez c ertains jeunes veau x , des syncytia avec des 
inclusions éosinophi l es sont observées dans les alvéoles 
( WELLEMANS et AL, 1990). 
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4. LA REPONSE IMMUNITAIRE CONTRE LE RSV 

4.1. Etat de la question 

En ce qui concerne les moyens de défense mis en place 
par l ' organisme pour se protéger de l'infection par 
le virus, plusieurs faits sont difficilement expli
cable: des enfants ou des veaux souffrent dans leurs 
premiers mois de vie de pneumonies à RSV alors qu ' ils 
devraient être protégés par leurs anticorps maternels. 

On ne comprend pas aussi le fait qu ' il puisse y avoir 
avoir tant chez l'enfant que chez le veau,réinfection 
même en présence d'anticorps circulants à un tau x 
assez élevé. 

Quels sont les mécanismes immunologiques impliqués 
dans la pathogénie de l ' affection _qui seraient 
en tout ou en partie responsables des lésions tissu
laires observées? 

_A quoi est dû le fait qu'aucun vaccin ne soit dispo
ni b le pour le HRSV et pourquoi ceux réalisés pour le 
BRSV soient peu efficaces? 

4.2. Modèles 

De nombreux travaux ont été réalisés sur le HRSV 
mais la plupart d'entre eu x découlent d'essais 
effectués sur des animaux de laboratoire (souris 
Bal1/c et rat Cotton) chez qui on ne sait qu'impar
faitement reproduire la maladie, ce qui limite 
certaines interprétations. 

Quant au x travaux sur le BRSV, ils sont encore très 
fragmentaires et ne permettent pas d ' avoir une vue 
d'ensemble sur l ' origine des problèmes immunologiques 
associés à une infection par le BRSV. 
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4.3. Réponse immunitaire lors d'une infection 

4.3.a. Cinétique 

On observe dans les poumons de souris Balb/c 
infectéeSpar le RSV une réponse T cytotoxique 
(CTL) spécifique qui atteint un niveau optimal 
du septième au neuvième jour. 

Cette réponse CTL locale est précédée d ' une 
réponse lymphoproliférative rapide spécifique 
du virus. Après infection, on observe aussi 
une production d'interféron accompagnée d ' une 
activité cytotoxique de type NATURAL -«ILLER (NK). 

Cette réponse cellulaire cytotoxique CTL et NK , 
qui est la première à apparaître après infection, 
est très importante pour l'élimination du virus 
des poumons. 

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

Il appara~t que cette réponse humorale ne joue
rait un rôle que lors de réinfections et 
n'interviendrait pas dans l'élimination du 
virus lors d'une première infection. 

4.3.b. Réponse cellulaire 

Le principal antigène reconnu par les CTL est 
22K puis en ordre décroissant : N, F, M, S~ 
(lA), 18 (CHERRIE et AL, 1992). 

On a montré que le transfert passif de cellules 
CTL spécifiques du RSV à des souris imrnuno
déficientes permet à ces souris d ' éliminer le 
virus (CANNON et AL, 1987). 

De plus, si on neutralise le système lymphoïde 
B (traitement par anticorps anti-u), les souris 
ainsi traitées se débarrasseront aussi bien du 
virus que celles dont le système lymphoïde B 
est intact. 

Une autre preuve de l ' importance de la réponse 
CTL est la suivante: des souris traitées à 
l ' aide d'anticorps anti-CD4 et anti-CDB 
éliminent plus difficilement le virus que des 
souris non traitées . 

Cependant, si il est acquis que le système im-
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munitaire cellulaire est important pour 
l ' élimination de l'antigène viral dans les 
poumons infectés, il est également admis que 
celui-ci joue un rôle important dans les pro
blèmes immunopathologiques associés à cette 
infection. Ce point sera développé par 
ailleurs. 

4.3.c. La réponse humorale 

A. Cible antiglnique des anticorps 

Chez les enfants atteints par le H' RSV, les 
deux glycoprotéines ex ternes ( G et· F) sont 1 es 
principales cibles d ' une réponse immunita i re , . 

Des séra polyclonaux dirigés contre les 
protéines G et F purifiées ou contre des 
sérums provenant d'animaux inoculés avec de 
la vaccine recombinante e x primant les pro-
téines F neutralisent le virus en 
culture tissulaire (OLMSTED et AL, 1986; 
PORTELA A. et AL, 1989; STOTT, E.J. et AL , 
1987 ) . 

Les réponses neutralisantes et protectrices 
contre 1~ protéine G sont spécifiques des 
sous-groupes tandis que les réponses anti-
F sont "cross-réactives" avec les souches 
des deux sous-groupes viraux du HRSV (A et 
B) ( OLMSTED et AL, 1986; STOTT, E.J., 1987). 

La majorité des anticorps monoclonaux ont 
de faibles indices de neutralisation. 
Cependant, des mélanges de quelques anticorps 
anti-G montrent un effet additif dans le 
test de neutralisation (ANDERSON, L.J et AL, 
1988; GARCIA-BARRENO, B., 1989), expli-
quant la capacité de séra polyclonaux 
anti-G dans la neutralisation du virus. 

On peut aussi trouver des anticorps dirigés 
contre les protéines P, M, N, 22K, 1A. 
L'antigénicité des protéines 1B et lC est 
mal connue. 

Les anticorps spécifiques de la proté ine N 
n 'ont pas d'activité protectrice (TAYLOR et 
Al, 1984). 

Chez les veaux infectés au BRSV, F et N sont 
les protéines les plus immunogènes. 

--- ---- ---- - - - - - - - ---- - - - - --
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B. Anticorps neutralisants et protection 

Plusieurs travaux ont montrés que le transfert 
passif d'anticorps sériques ou monoclonau x 
permettait de limiter la réplication virale 
dans les poumons infectés. Cependant, il n ' a 
pas été possible de montrer une corrélation 
entre le titre neutralisant d'anticorps 
sériques passivement acquis et la limitation 
de la réplication virale ce qui implique un 
rôle de l'immunité cellulaire. 

Cette capacité de limiter la réplication du 
virus par des anticorps monoclonaux ne semble 
pas être liée à l'isotypie de ces anticorps 
monoclonaux (TAYLOR et AL, 1984). Plus ré
cemment, PRINCE et AL ont suggéré que l'acti 
vité protectrice des anticorps, chez le rat 
Cotton,ne dépendait ni de leur action activa
trice du complément, ni de la cytotoxicité 
cellulaire dépendant de ~nticorps (PRINCE et 
AL, 1990) . ~<.s 

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

C. Mapping d'épitopes 

Les épitopes reconnus par les anticorps les 
plus neutralisants sont conservés au niveau 
des souches humaines (sous-types A et 8) et 
bo v ines (GARCIA - BARRENO et AL, 1989; 
TRUDEL et AL, 1987; ANDERSON et AL, 1988). 

Grâce à des tests de compét i tion entre diffé
rents anticorps monoclonau x , on a pu identi
fie r différents sites antigéniques au niveau 
de la protéine F. 
En règ l e générale, ces zones sont également 
reconnues par les systèmes immunitaires hu
mains et murins (TAYLOR et AL, 1992). 

La localisation de ce·s sites au niveau de la 
séquence protéique 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-à-vis de 
ceux-ci (TRUDEL et AL, 1987; BOURGEOIS 
et AL, 1991; MARTIN-GALLARDO et AL, 



1991). 

b. Isolement de virus qui échappent à la 
neutralisation (Escape Mutants) par les 
monoclonaux anti-F afin d ' identifier les 
acides aminés nécessaires à la constitution 
de l'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 résistant à 1 · action de 
la trypsine de la sous-unité Fl (ARBIZA et 
AL, 1992) . 

En ce qui concerne les épitopes de neutrali
sation de la protéine G reconnus par des 
anticorps monoclonaux dirigés contre les pro
téines, ceux-ci sont très variables, même 
parmi les souches du même sous-groupe anti
génique (GARCIA-BARRENO, B. et AL, 1989). 

D. Les anticorps maternels 

D.1. Chez l'enfant 

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

Chez l es enfants âgés de 4 à 8 mois, la pré
sence d ' anticorps maternels dirigés contre 
les glycoprotéines du RSV auraient un effet 
dépressif sur la réponse immunitaire (PARRDTT 
et AL., 1973). Ces enfants répondent aux gly
coprotéines F et G mais ne présentent qu ' un 
faible titre en anticorps après infection, 
ceci facilitant les réinfections (MURPHY et 
AL, 1986). 

Des travau x effectués sur la souris Balb/c 
ont montré qu ' une IgG 1 anti-G maternelle 
avait un effet inhibiteur sur la réponse 
cytoto x ique (BANGHAM et AL, 1986) chez le 
nouveau-né. 
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Il est concevable qu'un titre élevé en anti 
corps anti-G réduirait le priming de la 
réponse cellulaire T (RAMMOHAN et AL, 1981). 
Cette inhibition du priming de la réponse T 
peut prédisposer à une infection persistante 
ou à l'exacerbation de l ' infection (RAMMOHAN 
et AL, 1981). 

Puisque ce sont les enfants âgés de mois de 6 
mois qui présentent les symptômes les plus 
graves de la maladie et quÏont le tau x le 
plus important d ' anticorps maternels, qQ a 
suggéré que ceux-ci aggraveraient l a ma~ ie 
(CHANOCK et AL, 1970). 

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

D. 2 . Chez le bovin 

Chez le bovin, les anticorps maternels sont 
essent i ellement d ' isotype IgG 1 et sont 
dirigés contre les protéines virales F et N 
(WESTENBRINK et AL, 1989). 

Ce rtain s travau x ont démont r é que chez le 
bovin, l a prise de colostrum contribue à 
l ' élimination du v irus inoculé e x périmentale
ment et à diminuer les signes cliniques de la 
malad i e (BALKNAP et AL, 1991 ) . On a également 
pu démon trer que les anticorps maternels, chez 
le bovin , sont capables de li miter auss i bien 
au niveau sérique qu ' au niveau des muqueuses 
l a prod uc t ion d ' anticorps spécifiques et cela 
qu e lque soi t l ' isotype (KIMMAN et AL, 1987). 
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5. LES REINFECTIONS _, 

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

Les différences antigéniques entre les souches sauvages 
facilitent les réinfections 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, à l'aide du RSV, on a remarqué une 
activité inhibitrice qui affecte l ' action de 
l' 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 réduction de la production 
d' I FN. 

Ces différents phénomènes pourraient être respon
sables d'une suppression très précoce de 
l'expansion clonale des lymphocytes spécifiques 
du virus et contribuer ainsi au phénomène de 
réinfection (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/CDB. Ceci con
duisant à une dépression de la réponse proli
férative (WOLDIHIWET et AL, 1991). 
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Dans les années , 60, une expérience de vaccination de 
jeunes enfants à l'aide de virus RSV inactivé à la fo r maline 
a douloureusement révélé l'existence d'une composante 
immunitaire dans la pathogenèse de l'infection au RSV. 
Cette expérience malheureuse a beaucoup freiné les travau x 
sur la vaccination contre le RSV tout au moins dans l ' espèce 
humaine. En effet, on a constaté à cette époque que non 
seulement les enfants vaccinés n'étaient nullement protégés 
par rapport au groupe témoin mais qu'en plus ils 
présentaient des symptômes beaucoup plus intenses en cas 
d ' infection. Cette expérience a été répétée sur le rat 
cotton et il semblerait que les problèmes liés à cette 
v accination soient plus à rapprocher de la préparation du 
v irus à la formaline que de son inactivation à la chaleur 
( PRINCE et AL, 1986). Vaux - Peretz et Al (VAUX-PERETZ et AL , 
1990) prétendent que ces problèmes d ' aggravation de la 
pathologie ne doivent pas être associés à une seule p r otéi n e 
pu isque des e xpériences d ' immunisation de souris à l ' aide de 
protéines F, G et N montrent que ces trois protéines 
augmentent les lésions induites par une infection 
d ' épreuves. 

Les travau x de Routlege (ROUTLEGE et AL , 1988, JONHSON 
et AL, 1987) impliqueraient plus spécialement la protéine F 
d a n s ces phénomènes immunopathologiques. Selon ces auteurs , 
l e traitemen t du virus à la formaline détruirait les 
é pi topes in ducteurs d ' une réponse protectrice et 
p r o voquera it ainsi l'émergence d ' une réponse favorisan t les 
problèmes i mmunopathologiques. Une réduction du rapport 
entre le t i t r ~ en a nticorps neutralisantjet le titre en 

...a n t i c o r p s · l: obt-'x ' v i s - à -v i s des pro té i ne s F et G a é té 
o bservée ( PRINCE et AL, 1986). Ces ant i corps non 
neutralisants présents lo rs de l ' infection ou produits en 
quantité importante lors de l 'i n f ection pourraient augmenter 
l es lésions hitosphatologiques e n provoquant une réaction 
d ' Arthus (type III ) . Le rôle de ces anticorps n ' a cependant 
pas été e x ami n é ni en acti v ation de complément, ni en 
c y toto x icité médiée par l e complément. 

Wel 1 i ve r et Al. ont postulé qu · une meme r éaction 
d ' hy persensibilité de type I peut se développer chez des 
e nfants in f ectés par le HRSV . Ainsi , différents groupes ont 
t r ouvé une association entre une sécrétion rapide et 
importante d ' IgE anti-HRSV et la sévérité de l ' affection 
pulmonaire (WELLIVER et AL, 1984; WELLIVER 1988). 
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Cependant, tous les enfants hospitalisés pour des 
problèmes de pathologie associés au RSV n ' ont pas 
d ' anticorps IgE détectables dans leurs sérums (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, 1990) 
n ' ont pu trouver une corrélation stricte entre le tau x d ' IgE 
et les signes cliniques de la maladie lors d ' une infection 
e xpérimentale réalisée sur le bovin. 

On pense également que les anticorps peuvent aggra ver 
le cours de la maladie en facilitant l'infection des 
monocytes et des macrophages. Cette infection des 
macrophages aurait pour effet d ' accroître la libération de 
LTC4 qui induirait une activation de la cascade des 
mécanismes de l'inflammation (ANANABA et AL, 1991). En 
pratique hospitalière, du LTC4 a pu être dosé dans des 
échantillons nasopharyngiés d'enfants infectés par le HRSV. 
CHONMAITREE et AL (CHONMAITREE et AL, 1991) démontrent que 
des leucocytes mononucléaires bovins infectés in vitro par 
le BRSV libèrent un facteur stimulant la sécrétion 
d'histamine. De faibles quantités d ' histamine ont 
d ' ailleurs pu être détectées dans des poumons de bovi ns 
infectés naturellement par du BRSV. Des coupes colorées de 
ces poumons ont montré qu'une dégranulation mastocytaire 
s'était produite. 

L'élément C du complément a également pu être détecté 
dans ces poumons sans qu ' on puisse pourtant mettre en 
évidence de complexes immuns (KIMMAN et AL, 1986). Qui plus 
est, on a également pu montrer que des cellules infectées 
par le RSV activent le complément en l ' absence d'anticorps 
( KIMMAN et AL, 88c ) . L' a_,c::tivation des mastocytes et de la 
cascade du complément est _ sans doute liée puisque les 
éléments C3a et CSa provoquent la libératiun d ' histamine et 
d'aut res médiateurs mastocytaires. De plus, tous les bovins 
souffrant d ' une dyspnée aiguë lors d'une infection naturelle 
au RSV, présentent des anticorps anti-RSV d ' isotypie Gl 
et/ou M connus pour leur capacité à activer le complément 
(K IMMAN et AL, 89a). Une réaction d ' Arthus peut donc j ouer 
un rôle important dans la pathogénie du RSV. En accord avec 
cette hy pothèse, on a pu observer chez des rats infectés 
e xpérimentalement pa r le RSV un afflux de neutrophiles 24 
heures après l'infection. Cependant, une deuxième vague 
d ' infiltration de neutrophiles accompagnés par des 
l y mphocytes a pu être mise en évidence chez ces animau x 4 
j ours après l'infection (ANDERSON et AL, 1990). Cette 
observation est plutôt caractéristique d'un phénomène 
d ' hypersensibilité de type IV. Des expériences d ' infection 
au RSV de souris BALBc déplétées en cellules Bou celles T 
CD4+ ou CDB+ et d'e x périences de transfert passif de 
ly mph oc ~tes T cytoto x iques à des souris BALBc ont permis de 
constater que les lymphocytes T cytotoxiques, s'ils 
contribuent à l'élimination de l'antigène viral du poumon 
infecté, augmentent de façon notable les lésions pulmonaires 
( CANNON et AL, 1987; GRAHAM et AL, 1991a et b). 
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MATERIEL ET METHODES 

1. SOUCHES ET PLASMIDES UTILISES 

1.1. Souches bactériennes 

Les souches utilisées sont: 

E. Coli XLI-Blue (BULLOCK, 1987) 

E. Coli HB 101 (BOYER AND ROULLAND - DUSSOIX, 
1969; BOLIVAR AND BACKMAN, 1979). 

1.1.1. XL1 - Blue 

Les principales caractéristiques de son génotype sont : 

end Al : améliore le rendement et qualité des minipreps 
d ' ADN plasmidique en diminuant la concentration 
d ' endonucléases. 

rec Al 

( lac-) 

réduit la recombinaison au millième de son taux 
normal, la recombinaison entre ADN endogène et, 
e xogène est ainsi minimisée. 

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

Cette souche possède ! ' épisome F' permettant l a formation 
de pili se xuels; il porte les caractères suivants 

pro AB, lac lq ZDM15, TN10 (Tet R) 

Les principales caractéristiques phénotypiques qui en 
découlent sont : 

TnlO (Tet R) confère à la souche la résistance à la 
tétracycline. La protéine codée par ce 
gène modifie la membrane de la bactérie 
et empêche ainsi le transport de 
l'antibiotique dans la cellule. 

Laclq Z8 M15 permet la sélection des plasmides 
recombinants par un test de couleur (qui 
sera détaillé dans la présentation du 
plasmide pBluescri pt SK+ et pMAL-cRI). 



P lynnk • fac:IDr XI o er. r ... '1 r"-" '1 r.., '7 r-..., r• '1 • .., ... 
!ME ... TCOAOC lCOOTACCCOOC:OOGOGA =:c:1:: ~~ 

r•""'1 r-,_..,,.n. '1 r.., '1 r"",, ,,,.,._., 
QAA TIC AG\AM N:;C CTC OATOGA TCC TCT KJAGTCGACCTO CAO GCA /IDC TTO ... .lilcZa 

Figure II. l : Représentation du vecteur pMAL-cRI · et de son site mutiple 
de clonage(MCS). 
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Figure II.2 : Représentation du vecteur pBluescript SK . 
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* Lac lq mutation qui augmente la force de promoteur 
du gène codant pour le répresseur de 
l'opéron lactose. 

* Lac znM15: gène de la 8-galactosidase (un des gènes 
de l'opéron lactose) délété dans la 
partie codant pour l'extrémité 
N-terminale de la protéine; il y a 
production d'une protéine inactive 
pouvant être complémentée intragénique
ment. 

1.1.2. HB101 

Son génotype est 

sup E44 hsd 520 (28 mB) rec A13 ara-14 pro A2 lac Yl gal K2 
rpsL20 xyl-5 mtl-1 

Cette souche n'est pas résistante à l'ampicilline et 
en présence de cet antibiotique, sa croissance est inhibée. 
Seule la souche transformée avec un plasmide comportant 
un gène de résistance à l'ampicilline pourra croître de 
façon normale sur un milieu sélectif. Cette souche est 
hautement transformable. 

1.2. Plasmides 

Les plasmides utilisés sont 

pMAL - cRI (BI0LABS) 
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 (BI0LABS) 

Le vecteur PMAL - cRI d ' une longueur de 6100 pb a été 
conçu pour produire des protéines fusionnées à la 
maltose binding protein (MBP~. 

Un gène peut être inséré dans le site EcoRI du MCS 
(Site Multiple de Clonage) plasmidique et ceci en 
phase avec le cadre de lecture du gène mal E (codant 
pour la MBP). L ' insertion de ce fragment d ' ADN 
disruptera la séquence de fusion malE-Lac Z préexistan
te sur le vecteur. Ceci pourra permettre un test de 
sélection de plasmides recombinants par un test de 
couleur (Transformation effectuée avec la souche XLI 
Blue). 



pBluHcrlpt SK Polrllnk•r and Secauence Primer 

....... _. u ...... 
1 •ACAGCt.tifG.C::CArG J 1 · ..,,UCCC1CACTUAG a· ... .... ., ........ _ ., ....... 

~ ~ucacc,.-.,1G&,1ACGCCMGCICOO.UTTUCCCfC,,Cf-AC.UUGCYOGIGCfCCACCCC ..... •• 
) cc,,,,1CGAïë-1actA,AIGCGGIICGAGCCff.UffGGGAGfGUf1CCCffGUTn:GolCCICCIAœl'"(o((-. 

·-· 1 · 1CT.IG&ACTAGIGG&1'C J · -· ..... .., ... , ... , 
•• -• ... , - .. .._, ,.., '-• ._._..,... au ..,, ••• .,.., 
OCIDGCCIQCTCTAGAIICTIIOtGGATCCCCCOQDCTQCAOQ.A,lffCG,at&TCA.,OCffATCG.IIACCOtCU-M:C TCGAGGGGOCGCCCGGf ACCC••' tCGCCCta' AG fCM:TCGt ., '•C••' ,cac ,c;,c,,ccc,cGt ' ' 'AC 

CGCCGGCGAGA1Cf fGATC6CC TIIGGOGOCCCG,.tCOTCCT fUGC tATAG f tC'G,&AUGC ta TG('.CAGCtOGAGCTCCCCCCfGC.GCCA TCGGT ta&GCGGG&TA TCAC TCliGC&t&A f(.f IAAC.fC..CCCiCLtGCA&&A ,, 

Figure 11.3 

J ' OC'fATGGC~I ....... ., _,,,._ 
J • G.ltAtCACrc--c•ta• , . , . tGACCCGCIIGC••·••'-

,, ..... .,, 10 Malt• 

Description du site multiple de clonage (MCS) du vecteur 
pBluescript SK 
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Le gène Mal Eau niveau du vecteur ne possède plus la 
séquence signal, permettant à la protéine de fusion de 
rester dans le cytoplasme. 

La protéine de fusion ainsi produite peut être purifiée 
par chromatographie d'affinité sur colonne amylose. 

La séquence codant pour . les quatre acides aminés Ile 
Glu - Gly - Arg est présente en amont du site EcoRI. 
Ceci permettra le clivage de la protéine d'intérêt de 
la MBP avec la protéase spécifique qu ' est le facteur Xa 
reconnaissant la séquence ile - glu - gly - arg (voir 
figure II. 1) . 

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

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

Il possède une origine de réplication dans E. Coli ( □ RI 

colEl) qui lui permet de se trouve~ en un grand nombre 
dans la cellule (vecteur "multicopy"); il possède 
également une origine de réplication phagienne. 

Son gène AmpR de résistance à l ' ampicilline est respon 
sable de la production d ' une b-lactamase qui clive la 
boucle ~-lactame de l'ampicilline et permet ainsi aux 
clon es possédant ce vecteur de pousser sur un milieu 
contenant cet antibiotique; le gène AmpR est donc un 
marqueur de choi x pour sélectionner ces colonies. 

Le gène LacZ précédemment évoqué fait partie de l'opé
ron lactose; il code pour la ~-galactosidase, une enzy
me métabolisant le lactose. Le pBluescript possède le 
promoteur lac, l ' opérateur et la partie du gène codant 
pour l'e x trémité N-terminale de la protéine (appelée 
peptide o(, inactive sans la partie C-terminale). Lors
qu ' une souche E. Coli XLl-Blue a été transformée par 
pBluescript, il y a complémentation intragénique, les 
parties N- terminale (codée par le plasmide) et C-termi
nale (codée par l ' épisome F ' ) de la protéine permettant 
d ' obtenir une en zy me fonctionnelle. 

Dans la partie N-terminale du gène lacZ porté par 
pBluescript se trouve une série de 21 sites de restri
ction, introduits via un oligonucléotide de synthèse; 
cette insertion permet encore au peptide a de complé
menter la souche XLl-blue pour l'activité 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 entraîne la disruption du gène lacZ de pBluescript 
et la disparition de la production de peptideOC:. 
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Lors de la transformation de E. Coli XLl-Blue, il n ' y 
aura plus dej!>-galactosidase fonctionnelle, ce qui est 
facilement repérable par un test coloré des colonies 
bactériennes. 

Les deux sites extrêmes du MCS sont Kpn I et Sac I; 
suivant l'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 utilisé dans ce travail est 
dérivé de pBluescript SK: le site Kpn I a été remplacé 
par un site BgI 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 l ' ADN inséré dans le MCS en ARN 
grâce au x polymérases T3 et T7. Donc quel que soit le 
sens d ' insertion de l'ADN cloné, il est possible de 
transcrire le brin d'ADN ayant la séquence codante. 

L ' origine de réplication fl du phage filamenteu x F 
permet d'obtenir un brin monocaténaire du vecteur avec 
l'aide d ' un phage helper; celui-ci rend possible la 
réplication et l'empaquetage de ce simple brin en virion 
qui peut ainsi être exporté comme une particule de 
phage. Il existe deux variantes du vecteur pBluescript 
+et-, suivant l ' orientation de l ' origine fl. Le 
vecteu r utilisé est pBluescript SK+, la forme monocaté
naire obtenue lors de la réplication phagienne conte
nant les brins codants des gènes lacZ et AmpR. 

1. 3 . Milieu x de culture pour bactéries 

Dans ce travail, le milieu utilisé est toujours un 
milieu riche contenant de l'ampicilline et de la 
tétracycline. Il e x iste sous deu x formes: liquide 
et solide. 

1. 3 .1. NZYM liquide 

Composition 

NZ amine 
NaCL 
Yeast-E x tract 
MgSo4 - 7H20 

10 g / 1 1 
5 g / 1 
5 g / 1 
2 g / 1 

d ' eau distillée 
(Flu ka) 
(Gibco BRL) 
(UCB) 

(DiFco) 
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Autoclaver. 

Lorsque le milieu est refroidi (environ 55°c), on ajoute 
les antibiotiques, soit l'ampicilline (BOEHRINGER) à une 
concentration finale de 100 mg/ ml (stock : 100 mg/ ml 
d'eau stérile; conserver à - 20°c) ou la tétracycline 
(Sigma) à une concentration finale de 12,5 mg/ ml (stock 
de la tétracylcine : 12,5 mg/ ml d'eau stérile; conserver 
à - 20 ° C) • 

1.3.2. NZYM solide 

Il est de même composition que le NZYM liquide, auquel on 
ajoute 1,5 ï. d'agar. 

1.3.3. Milieu SOC 

2 ï. bactotryptone 
0,5 ï. Yeast-Extract 
10 mM NaCl 
2,5 KCl 
10 mM MgCL2 . 6H20 
10 mM MgS04 . 7H20 
20 mM Glucose 

(DIFCO) 
(GIBCO BRL) 
(FLUKA) 
(UCB) 
(MERCK) 
(UCB) 
(MERCK) 
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2. EXTRACTION D'ADN PLASMIDIQUE D'E. COLI 

2.1. Ex traction rapide d'ADN (Miniprep de plasmide) 

2.1.1. Solutions et tampons utilisés 

- Pl 
50 mM Tris/HCl 
10 mM EDTA ajuster à PH8 

Tampon de lyse 

60 ml KOAC SM ou Na□Ac SM 
11,5 ml HAc glacial 
28,5 ml H20 

Solution RNAase 

980 ul d ' eau distilée. 
20 ul de RNAase (provenant d ' une solution à 

50 mg/ml). 

Solution de phénol - chloroforme 

. Solution de phénol : phénol auquel on ajoute 
de la 8-hydro xyquinoline à une concentra
tion finale de 0,1 'l. et équilibrée contre 
le tampon adéquat (TE dans ce cas-ci ) . 

L ' hydroxyquinoline est un anti-oxydant, 
un inhibiteur de RNAse et donne à la 
solution une te i nte jaune qui permet 
d ' identifier les deu x phases. 

Solu t i on de chloroforme : chloroforme auquel 
on ajoute de l ' alcool isoamylique (24:1). 

Solu t ion de phénol - chloroforme: les deu x 
so l utions décrites ci - dessus sont équi 
librées contre lè même tampon (TE). 

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

phénol 50 ml 
chloroforme 50 ml 
alcool isoamylique 2ml 
hydroxyquinoline 0,05 g 

Saturer avec 100 ml de TE, centrifuger cinq 
minutes à 5000 rpm (rotor GSA Sorval), éliminer 
le TE et recommencer deu x fois (ne pas éliminer 
le dernier volume de TE). 
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2.1.2 Répiquage des cellules 

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

Avec une anse de platine, chauffée entre chaque 
prélèvement, prendre différentes colonies sur 
boîte de pétri et resuspendre dans différents 
tubes numérotés. 

Mettre à - 37°c la nuit sous agitation. 

2.1.3. Miniprep proprement dite 

Récupérer stérilement dans différents 
eppendorfs 1 ml de cell~les en culture (le 
reste au frigo). 

Centrifuger les eppendrofs 5 minutes 13000 rppm. 

Enlever le surnageant et resuspendre le culot 
dans 200 µl de Pl. 

- Ajouter ensuite à chaque eppendorf 400 µl de 
Na0H 0,2 M - SDS 1 ï. préparer extemporanément. 

Mélanger. 

- Laisser 10 minutes sur glace. 

- Ajouter 300 µl de Tampon de lyse. 

- Centrifuger 10 minutes 12000 rpm à 4°c. 

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

Vorte xer 30 secondes. 

- Centrifuger 5 minutes 130 00 RPM. 

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

Mettre 45 minutes à - 70°c. 

Centrifuger dix minutes 13000 RPM à 4°c, puis 
aspirer l ' isopropanol. 

Ajouter 1 ml d ' éthanol 70 ï. pour laver les sels 
et vorte xer. 

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

Resuspendre dans 20 µl d ' une solution contenant 
de la RNAase. 

Mettre 10 minutes à 37°c. 

Conserver à - 20°c. 

2.2. Extraction d'ADN plasmidigue d'E. Coli en grandes 
quantités : Midiprep (QIAGEN) 

2.2.1. Solutions et tampons utilisés 

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

P2 200 mM Na□H, 1 ï. SDS 

P3 Idem que K0Ac de miniprep 

QBT : 750 mM NaCl 

QC 

QF 

50 mM M0PS (FLUKA) 
15 ï. éthanol 

o , 15 ï. Triton X- 100 

1,0 M NaCl 
50 mM M0PS (FLUKA) 
15 ï. éthanol 

1.25 M NaCl 
50 mM M0PS 
15 ï. éthanol 

(ajuster à pH7) 

(ajuster à pH7) 

(ajuster à pH7) 

2. 2 . 2 . Protocole 

- P r éculture : inoculer 5 ml de NZYM + Amp par une 
colonie de bactéries transformées et faire 
pousser une nu i t à 37°c sur un agitateur. 

- Culture inoculer 50 - 100 ml de NZYM + Amp dans un 
Incuber une nuit à 37°c sur un agitateur. 

- Transfére r les 50 - 100 ml de culture dans un tube 
C0REX pour rotor GSA S0RVALL et centrifuger à 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 5 minutes à température ambiante. 
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Ajouter ensuite 4 ml de la solution P3, mixer délica
tement et laisser sur glace pendant 10 minutes. 

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

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

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

Mettre le surnageant obtenu lors de la dernière 
centrifugation dans la colonne et le laisser entrer 
par gravité. 

- Laver la colonne avec 10 ml de buffer QC. 

Eluer le DNA avec 5 ml de buffer QF. 

- Précipiter le DNA avec 7/10 de volume d ' isopropanol 
et centrifuger à 4°c pendant 30 minutes (12000 rpm). 

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

- Enlever l'éthanol 70 ï. et sécher 30 minutes à 37°c. 

Resuspendre le DNA dans 200 - 300_µ.l d ' eau distillée. 

- Conserver à - 20°c. 



5' ... GGGcc•c ... 3' 
3' ... CAC C G G G . ; . 5' 

Figure I 1.4 Représentation de la séquence de reconnaissance pour 
l'enzyme Apa I qui génère des extrémités 3 · protrudantes. 

5' ... GA t•A TC ... 3' 
3' ... C T AAT AG ... 5' 

Figure I 1.5 Représentation de la séquence de reconnaissance pour 
l'enzyme .Eco RV qui génère des extrémités aveugles. 

5' ... G""A A T T C ... 3' 
3' ... C T T A A._G ... 5' 

Figure I 1.6 Représentation de la séquence de reconnaissance pour vi 
l'enzyme .Eco RI qui génère des extrémités 5' 
protrudantes. 
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3. LA RESTRICTION D'ADN PLASMIDIQUE 

3.1. Principe 

Les endonucléases de restriction sont des enzymes qui 
reconnaissent une séquence précise dans l'ADN 
double-brin et qui coupent à un endroit déterminé 
dans cette séquence de reconnaissance ou, pour 
certains enzymes, à proximité. La plupart des 
enzymes de restriction ont une séquence de recon
naissance de 4 ou 6 pb qui est un palindrome (c ' est
à-dire que la séquence est identique sur les deu x 
brins d ' ADN). 

Deux exemples sont les enzymes EcoRI et EcoRV dont 
les sites de reconnaissance sont des hexanucléotides 
palindromiques (figure II.4 et II.5). Il existe deu x 
types d ' enzymes : les premières coupent au milieu du 
site de reconnaissance, faisant ainsi . apparaître une 
coupure à bouts droits (francs, aveugles) comme dans 
le cas del ' enzyme EcoRV (figure II.5); les secondes 
coupent à quelques nucléotides de distance sur 
chacun des deux brins d'ADN générant des bouts 
collants (protrudants). Dans ce second cas, les 
extrémités libres peuvent être 3' OH comme l'enzyme 
Apa I (figure II.6) ou 5'P comme l'enzyme EcoRI 
(figure II.4). 

Les enymes utilisées sont commercialisées par BRL et 
BOEHRINGER. Elles sont conservées à - 20°c. 

3 . 2 . Les tampons de restriction 

Ces tampons sont 10 x concentrés par rapport à la 
concentration d ' utilisation dans la réaction de 
restriction. Ils sont le plus souvent livrés avec 
l ' enzyme. 

3 . 3 . Réaction de restriction 

La réaction de restriction fait intervenir l'ADN (de 
miniprep : 20 ul ou de midiprep : 250 ou 500 ng d'ADN), 
un di x ième du volume final de tampon adéquat 
concentré 10 x , l ' enzyme de restriction et de l'eau 
stérile jusqu ' au volume final (10 U/µl). 
Incuber 2 heures à la température conseillées (le 
plus souvent 37°c). La réaction est arrêtée par une 
dénaturation à 75°c ou par l ' EDTA amené à une 
concentration finale de lOmM pH 7,5. 
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Le nombre d'unités d'enzyme à ajouter est calculé 
comme suit : par définition, une unité d ' enzyme 
coupe 1 ug d'ADN de phage À. Connaissant d'une part 
la taille de ce phage (50 kb) et le nombre de sites 
de restriction de l'enzyme utilisée dans le phage et 
d'autre part la taille du plasmide à restreindre et 
le nombre de sites de clivage pour l ' enzyme dans ce 
même plasmide, il est aisé de calculer la quantité 
d ' enzyme à utiliser. 

Exemple 

Restriction de 500 µg de PMAL-cRI par l ' enzyme PstI. 

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~ contient 7 sites de restriction pour 
Pst I et a une taille d ' environ 50 Kb. 

- Sachant qu'une unité d'enzyme coupe 1 µg d ' ADN de 
phage À, il nous faudra utiliser 1 U d ' enzyme 

. divisée par deux car on n ' utilise que 500 ng de 
plasmide. 

d ivi sée par sept car il y a sepf fois moins de 
coupures à réaliser par molécule . 

. multipliée par 50/6,1 car la taille du plasmide 
étant inférieure àc elle du phage, le nombre de 
molécules pour une même quantité d ' ADN sera 
supérieure. 

La formule à appliquer sera : 

lU x quantité d ' ADN (µgr) x 50 kb x nombre de sites du 
plasmide 

lpgr x taille du plasmide x sites du phage A 

Il faudra utiliser 1 U x (1/2) x (1/7) x (50/6,1) 
= 0,59 U 

Le volume d ' enzyme à ajouter ne peut pas dépasser 10 
ï. du volume total de réaction sinon l ' enzyme est 
inhibée par le glycérol de son tampon de stockage. 



1 2 3 

1111 - Piste: 1: plasmide non-restreint. ..., - --- - 2: plasmide partiellement restreint. 
3: marqueur de taille,. / HirxJIII . - --

.,, 

Figure 11.7 : 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). 
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4. ELECTROPHORESE D'ADN DANS UN GEL D'AGAROSE 

4.1. Principe 

Cette méthode de séparation des fragments d'ADN 
permet l'évaluation de la taille et de la quantité 
de ces fragments. Elle est basée sur le fait que 
l'ADN est chargé négativement (groupes phosphates) et 
donc migre vers l'électrode positive dans un champ 
électrique. Le rapport entre la charge et la masse 
des molécules d'ADN étant constant, il est nécessaire 
de réaliser cette électrophorèse dans un gel d'agarose 
pour séparer les molécules 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 moléculaire des fragments d ' ADN. Les 
molécules d ' ADN double-brin linéaire migrent à une 
vitesse inversément proportionnelle à leur masse 
moléculaire. 

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

- La conformation de l'ADN. Les formes plasmidiques 
CCC (Completely Closed Circular) ou superenroulée, 
OC (Ope n Circular) ou circulaire cassée sur un 
seul brin ( nick) et DL (Open Linear) migrent à des 
v itesses différentes. La mobilité relative de ces 
bandes dépend de différents facteurs et notamment 
des tours de superhélicité de la forme CCC; l ' ordre 
de migration sera CCC > DL > OC (figure II.7 ). 

- Le v oltage appliqué. A faible voltage, la vitesse 
de migration de l'ADN linéaire est proportionnelle 
au v oltage appliqué. Si ce voltage est trop 
important, l a résolution diminue. 

4. 2 . Tampon et solution utilisés 

Composition des solutions et tampons utilisés: 

Le TAE dans lequel est réalisé et est plongé le gel 



iJHind Ill Tailles (pb): 23130 
9416 
6657 
4361 
2322 
2027 
(564) 

Figure II.8 : Représentation sur gel d'agarose 0,8% du profil de migration 
du marqueur de taille Â restreint par HiildIII 



TAE 50x 
242 gr 
57,l ml 
100 ml 

TRIS 
Acide acétique glacial 
0,5 M EDTA (pHS) 

- 3 0 -

pour l litre d ' eau distillée. 

La solution d'alourdisseur 10 x : 

4.3. Electrophorèse 

50 'l. glycérol 
100 mM Na2EDTA pH 8,0 
l 'l. SDS 
0,1 'l. Bleu Bromophénol 

L ' agarose est ajouté à du TAE (solution à 0,B ï. ) et 
le tout est porté à ébullition puis refroidi à 50°c. 
Le bromure d ' éthidium est ajouté à une concentration 
finale de 0,5 mg/ml (solution stock à 10 mg/ml 
conservée à l ' abri de la lumière). Le bromure 
d'éthidium a la capacité de s'intercaler entre les 
bases de l'ADN (par là même hautement mutagène et 
donc dangereu x ) et permet de repérer les bandes 
d'ADN car il fluoresce en rose-orange sous UV. 

Lo r sque tous les échantillons sont introduits dans 
les puits, placer le gel dans une cuve à électropho
rèse remplie de TAE. Appliquer une différence de 
potentiel de 40 à 100 V au x extrémités de la cuve 
pendant environ deux à heures à quatre heures. Enfin, 
placer le gel sur un transilluminateur UV ( ~ = 302 nm) 
pour visualiser les bandes d ' ADN et photographier. 
Deu x é valuations peuvent être réalisées : 

La taille des fragments. Dans un puits adjacent 
à celui des échant i llons , placer un marqueur de 
taille qu i est une molécule d ' ADN coupée par une 
enzyme de r estriction générant des fragments de 
taille connue. Le marqueur utilisé dans ce tra 
v a i l est À /Hind III po ur évaluer des bandes de 
0 ,5 k b à 10 k b (voir figure II.8 ) . 

. La quantité d ' ADN dans une bande. La fluoresence 
étant proportionnelle à la quantité de bromure 
d ' é t hidium intercalée dans l ' ADN, elle sera 
d ' autant plus intense que les f ragments d ' ADN 
d ' une bande sont grands et nombreu x . La quantité 

_d ' ADN du marqueur étant connue, il sera fac i le 
d' est i me r par comparaison la quantité d ' ADN de 
l ' échantillon étudié. 



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

4.4.1. Principe 
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Cette méthode permet d'isoler d ' un mélange de 
restriction le fragment d'ADN qui nous intéresse. 
L'électrophorèse ayant séparé les fragments d ' ADN, le 
gel est incisé devant la bande à récupérer (côté élec
trode+) et si nécessaire également derrière 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. 4. 3 ..P!:...OtQf.Q)_e_._ 

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

- Incuber à 45 - 55°c pendant 5 
que tout l ' agarose soit fondu. 

10 minutes et vérifie r 

Ajouter la solution GLASS MIL K (Résine) 

10 µ1 si on a une quantité d ' ADN inférieure 
ou éga l e à 5 µg. 

20 µ 1 si quantité d ' ADN supérieure à 5 µg + 1 µ1 
par 0,5 µg de DNA supplémentaire. 

Incuber 1 0 minutes sur glace. 

- Centrifuger 15 secondes et éliminer le surnageant. 

Laver dans une solution de NEW trois frais de suite 

- Resuspendre le culot dans 200 à 700 µl de 
solution NEW. 

Centrifuger 1 5 s econdes et éliminer le 
surnageant. 



- Eluer le DNA du GLASS MILK. 

a - Resuspendre dans 5 à 20 µl d'eau stérile. 
b - Incuber 2 - 3 minutes à 45 - 55°c. 
c - Centrifuger 30 secondes. Récupérer le 

surnageant. 
d - Répéter a, b, c avec 5 à 10 µl d ' eau 

stérile. 
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5. PURIFICATION ET PRECIPITATION D'ADN 

Il est parfois nécessaire d ' inactiver l'enzyme de restriction 
que l'on a fait réagir avec la solution d ' ADN. 

On peut le faire de deux manières : 

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

Inactiver par l'EDTA amener à une concentration 
finale de lOmM pH 7,5. 

- On peut aussi extraire les protéines d ' une solution 
aqueuse d'ADN au phénol-chloroforme (voir protocole 
de miniprep). 

Ajouter à un volume d'ADN (si le volume est trop petit, 
l'amener à 100 ou 200 µl avec du TE ou H20 stérile) un 
volume égal de phénol-chloroforme. Vortexer 20 secondes 
et centrifuger à 12000 rpm 31 minutes. Récupérer la 
phase aqueuse supérieure dans un second eppendorf. 

Ensuite, on précipite cette solution aqueuse d ' ADN: 

Ajouter 1/10 du volume de la solution de NaCl 5M et 
2,5 volumes d'éthanol 100 ï. froid (- 20°c). Vortexer. 

- Incuber 45 minutes à - 80°c. 

Ce n trifuger 15 minutes à 12000 rpm à 4°c. 

Eliminer le surnageant et ajouter 500 µl - 1 ml 
d ' éthanol 70 ï. froid ( - 20°c) pour éliminer les 
solutés piégés 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 
stérile. 



Activity 

Ligot ion of 
cohesive ends 

Ligotion of 
blunt ends 

Reoction 

For exomple= 
5' OH 3' 

. ··pA- pC- pGJ pA- pA- p T- p T- pC· pG· p T 

T p·Gp-Cp-T p· Î p ·Ap-AprGp-Cp-Ap·· · 
t ~ ~ 

ATP !M9+♦ 
. · ·pA ·pC -pG • pA·pA ·p T ·pÎ ·pC ·pG • p T 

Tp-Gp-Cp-Tp-Tp-Ap-Ap-Gp-Cp-Ap 

For exomple: 
5' OH 3' 
···pC·pG·pAJpc-pG•pT•pA . .. 

Gp-Cp-T Pr Gp-Cp-Ap- Tp· ·· 

3' OH 5' 

ATP ! M9++ 

... pC-pG-pA-pC-pG-pT- pA · ... 

.. . Gp-Cp-Tp-Gp-Cp-Ap-·Tp .: . . 

Figure II .9 : Réaction de ligation cartalysée par la T 4 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 clivées à bouts droits, 
même par des enzymes différentes, est toujours possible, 
tandis que des molécules d ' ADN clivées à bouts collants 
ne peuvent être assemblées entre elles que si les 
nucléotides protrudants sont dits compatibles. 

La ligation est réalisée grâce à l ' activité de l ' enzyme 
ADN ligase du phage T4. Cette enzyme catalyse la formation 
de liens phosphodiesters entre le phosphates · d ' une e x
trémité d ' une molécule d ' ADN et une extrémité hydroxyle 3 · 
L ' enzyme requiert de l ' ATP et des cations Mg 2+ pour être 
active (figure Il. 9) (PHEIFFER, 1983). 

6.2. Protocole 

- 1 µl = 1 unité de T4 DNA Ligase (suffisant pour liguer 
5 µg d ' ADN à bouts 
collants) 

- 1,5 µl de tampon Ligase 10 x (BOEHRINGER) 

12,5 µl d ' ADN en solution. 

- Incuber une nuit à 16°c et deu x heures sur table. 

6 . 3 . Remarques 

La ligat i o n à bouts francs étant moins efficace, il est 
souvent n écessaire d ' augmenter la quantité d ' enzyme. 

- Lors d'une réaction de ligation, il est nécessaire 
d ' effectuer un contrôle positif pour vérifier l'activité 
de la ligase dans les conditons qui lui ont été imposées. 
Pour ce faire on réalise la réaction sur un vecteur 
linéalisé par la même enzyme que celle utilisée dans 
l ' expérience et on vérifiera sa relinéarisation. 
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7. TRANSFORMATION BACTERIENNE 

7.1. Transformation bactérienne classique 

7.1.1. Principe 

Cette réaction consiste à faire pénétrer un plasmide 
dans un bactérie. Les conditions expérimentales 
sont telles qu ' une seule mol~cule d ' ADN pénètre par 
bactérie. Cette bactérie, pour laisser entrer la 
molécule d'ADN, doit avoir une paroi et une membrane 
perméables à cet ADN. La bactérie est dite compétente. 
La bactérie E. Coli, Gram-négative doit être rendue 
artificiellement compétente en étant plongée dans 
une solution hypotonique de sel (notamment CaC1 2) . 
On pense que la membrane et la paroi se déstabil~sent, 
la bactérie se gonfle, prenant l ' aspect d'un sphéro
plaste. L'ADN formerait avec le calcium un complexe 
résistant au x désoxyribonucléases qui peut pénétrer 
dans la cellule lors du choc thermique à 42°c. Les 
cellules transformées sont ensuite placées dans du 
milieu r iche (NZYM liquide) qui permet au x cellules 
de régérérer une paroi normele et au( x) gène(s} de 
résistance introduit(s) de commencer à s'exprimer. 

L ' étalement sur boîte de milieu solide contenant les 
antibiotiques adéquats (Amp ou Tet ), permet l'isole
ment de colonies transformantes c ' est-à-dire celles 
a y ant reçu le plasmide contenant un gène de 
résistance au x antibiotiques. 

7.1.2. Protocole de préparation d ' E. Coli XLl-Blue 

compétentes 

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

A partir de ces colon ies, ensemencer une 
préculture de 10 m~ de NZYM + Tet et incuber 4 
heures à 37°c jusqu ' à une absorbance comprise 
entre 1,5 et 2 à 550 nm. 

- Cette préculture sert à ensemencer une culture 
de 100 ml de NZYM + Tet qui est incubée pendant 
une heu r e à 3 7°c, soumise à une forte agitation, 
jusqu 'à une absorbance de 0,3 à 550 nm (phase 
de croissance e x ponentielle). 



Arrêter la croissance sur glace pendant 10 
minutes. 

Centrifuger 5 minutes à 4000 rpm à 4°c. 
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- Jeter le surnageant et resuspendre les cellules 
dans un volume de CaC12 100 mM à 4°c équivalent 
au 1/10 du volume initial. 

- Laisser 30 minutes sur glace. 

Récupérer les bactéries en centrifugeant 5 
minutes à 4000 rpm à 4°c. 

Jeter le surnageant et resuspendre dans un 
volume de CaC12 100 mM stérile et froid/ 
glycérol (85/15) équivalent au 1/100 de volume 
initial. 

- Faire des aliquots de 20 µl dans des eppendorfs 
et stocker à - 70°c. 

7.1.3. Protocole de transformation proprement dite 

- Décongeler les bactéries conservées en glycérol 
dans un eppendorf dans de la glace pilée (1 à 2 
minutes). 

- Ajouter 380 µl de CaC12 froid et stérile. 

Ajouter 1 - 5 µl 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 l'eppendorf dans un bain à 42°c et l ' y 
laisser pendant deux minutes, ceci pour faire 
pénétrer le plasmide dans les cellules. 

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

- Etaler · (200 µl) sur boîte avec milieu sélectif 
et incuber une nuit à 37°c. 

- Ce protocole est applicable aussi pour les souches 
HB101 qui croissent respectivement à 37°c. 
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7.1.4. Remarque 

Des témoins de transformation sont réalisés : 

. Témoin positif 

. Témoin négatif 

transformer avec un vecteur 
pour vérifier la compétence des 
cellules et le taux de 
transformation . 

les cellules compétentes 
subissent toutes les étapes de 
la transformation sans ADN. 
Elles sont étalées sur milieu 
riche non sélectif pour le contrôle 
de la viabilité des cellules et 
sur un milieu sélectif pour mon 
trer la validité de ce milieu 
et l ' absence de mutants sponta-
nés ou de contaminants résis -
tants à l'antibiotique ou de 
contaminants. 
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7.2. Transformation bactérienne par Electroporation 

7.2.1. Principe 

L'intérieur de la membrane bactérienne est chargée 
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 à l ' ADN de 
pénétrer dans la bactérie. 

7.2.2. Protocole de préparation de bactéries compétentes 

(XLl Blue, Hb 101) 

- Préculture d'E. Coli XLI-Blue (ou Hb101) dans 10 ml 
de NZYM, une nuit à 37°c. 

Inoculer 100 ml de milieu NZYM avec 1/100 de volume 
(1ml) de préculture. Faire pousser à 37°c jusqu ' à 
une D.O. de 0,5 à 0,8 ( \ = 600 nm). 

- Refroidir la culture sur glace 15 à 30 minutes. 

- Centrifuger 20 minutes à 4500 rpm à 4°c. 

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

Centrifuger à 4500 rpm à 4°c pendant 20 minutes. 

- Resuspendre le culot bactérien dans un volume d'eau 
sté r ile froide équivalent à la moitié du volume 
initial de culture (50 ml). 

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

- Resuspendre le culot bactérien dans un volume d ' eau 
stérile froide/ 10 ï. glycérol stérile froid 
équivalent au 1/50 du volume initial de culture (2 ml). 

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

- Resuspendre le culot dans un volume d'eau stérile 
froide/10 ï. glycérol stérile froid équivalent au 
1/10 du volume de resuspension de l'avant-dernière 
étape (200 µl). 



7.2.3. Protocole d'électorporation proprement dite 

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

- Dans un eppendorf 40 µl - 60 µl de cellules 
1 à 2 µl de solution de DNA. 

Mélanger et laisser une minute sur glace. 

Paramètres au niveau de l'électroporateur 

Capacité: 25 u F 
Résistance : 200 ohms 
Voltage : 2,5 Kv (Voltage optimal). 

- Transférer dans la cuvette le contenu de l ' eppendorf. 

- Pulse. 

Ajouter très vite 1 ml de milieu SOC et resuspendre 
à la pipettte pasteur stérile. 

- Transférer dans un eppendorf et laisser à 37°c 
pendant 1 heure (avec agitation éventuelle). 

- Vérifier que la RC soit comprise entre 4 et 5 msec. 

Etaler sur boîte NZYM ampicilline et laisser une nuit 
à 3 7°c. 

Remarque Il est nécessaire que la solution d ' ADN à 
électroporer soit nettoyée de ses sels (ou du 
moins en grande partie), sinon il y a risque 
d'arcs électriques. Pour ce faire, on 
util i se le protocole de précipitation de 
l'ADN ( voir point 5 : purification et 
précip i tation d ' ADN). 
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Figure II. 10 : Réaction de marquage de l'ADN par la DIGOXYGENINE. 



8. SCREENING DES TRANSFORMANTS PAR SONDE MARQUEE A LA 
DIGOXYGENINE 

8.1. Principe du marquage (Kit DIG DNA LABELING, 
-------------------- BOEHRIGNER MANNHEIM) 
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L ' ADN est marqué par l ' incorporation du comple xe 
digoxygénine couplée au déoxyuridine-triphosphate. 
Le dUTP est lié via un "bras-spacer" à l ' haptène 
stéroïdien qu ' est la digoxygénine (DIG-dUTP). Après 
hybridation sur l'ADN-cible, les hybrides sont 
détectés par "enzyme-linked immunoassay" en utilisant 
un anticorps couplé à la phosphatase alcaline (con
jugué antidigoxygénine - phosphatase alcaline) et 
une réaction colorée catalysée par la phosphatase 
dont les substrats sont : 

. X-phosphate (5 - brama - 4 - chlora - 3 -
indolyl phosphate) 

. NBT (nitroblue tétrazolium) 

La méthode de marquage de l ' ADN (voir protocole) 
permet un marquage efficace de petites (10 ng) ou de 
grandes quantités (3 µg) de DNA. 

Il est à noter que l'ADN linéarisé est marqué plus 
efficacement que l'ADN circulaire. Dans tous les 
cas, il faudra dénaturer l ' ADN par la chaleur avant 
de procéder au marquage. La réaction est rapide 
(une heure) et résulte dans l ' incorporation du 
comple xe DIG - dUTP tous les 20 - 25 nucléotides au 
niveau de l ' ADN néo - synthétisé (voir figure II.10 
cette densité d ' haptènes confère une sensibilité 
élevée au test. 

8. 2 . Tampons et solutions utilisés 

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

- Solution de pré-hybridation 

10 ml Denhart ' s solution 
15 ml 20 * SSC 
1,6 ml ADN de 5 perme de Saumon 6 mg/ml 
0,5 ml de SOS 10 ï. 

Ajouter de l'eau distillée jusqu'à 50 ml. 



- Solution de Denhart 

Ficoll 5g 5g 

Polyvinylpyrolidone 5g 

BSA/pentax Fraction V 5g 

Monter jusqu'à 500 ml avec de l'ea~ 
distillée. 

Filtrer et aliquater. Conserver à - 20°c. 

8.3. Protocole de marquage 

- L ' ADN doit être purifié par extraction au 
phénol-chloroforme et précipité à l ' éthanol 
(voir point 5). 
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- Dénaturer l'ADN en le chauffant au bain-marrie à 
100°c pendant 10 minutes. 

- Ajouter à la solution d ' ADN (10 ng - 3 ug) 

2 µl d ' hexanucléotide mixture (n° 5) 

2 µl de dNTP labeling mixture (n° 6) 

de l ' eau stérile jusqu'à 19 µl de volume 
final 

1 µl d ' enzyme KLENOW (n° 7) 

Volume final : 20 µl. 

- Cent r ifuge r brièvement (5 secondes) et incuber au 
moins 1 heure à 37°c. Une incubation plus longue 
(20 heures ) augmentera la quantité d ' ADN marqué. 

- Arrêter la réaction en ajoutant 2 µl de solution 
d ' EDTA; 0 ,2 M; pH 8.0. 

Précipiter l ' ADN marqué avec 2,5 µl LiCl (4M) et 
75 µl d ' éthanol froid 100 ï. . Vortexer. 

- Laisser 45 ' à - 70°c ou une nuit à - 20°c. 

- Centrifuger 15 minutes à 12000 rpm. 
surnageant. 

Jeter le 

- Laver le culot avec de l ' éthanol 70 ï. froid. 
Sécher sous vide. 

Resuspendre dans 50 µl d'eau stérile. 
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8.4. Protocole d'hybridation sur boîte de pétri 

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 boîte. 
37°c une nuit. 

Remettre à 

- Déposer la membrane sur les colonies et la 
laisser s ' adsorber. 

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

Traiter les filtres successivement dans les 
solutions suivantes 

a. SDS 10 ï. ( 5 minutes) 

b. 0,5 M NaoH 
1,5 M NaCl ( 5 minutes) 

C • 1,5 M NaCl 
0,5 M Tris-Cl pH 7,4 (5 minutes) 

d. 6 * SSC (5 minutes) 

- Sécher à température ambiante 30 minutes. 

- Mettre les filtres 1 - 2 heures à 80°c. 

Passage dans un bain 30 minutes à 50°c 

SDS 0.5'1/. 
SSC 6X 
EDTA lmM pH 8.0 

- Incuber trois heures dans la solution d'hybrida
tion à 65°c. 

- Hybridation à 65°c 

Jeter la solution d ' hybridation et la 
remplacer par une solution fraîche dans 
laquelle on ajoute la sonde dénaturée. 

On fait bouillir la sonde pendant 10 minutes 
et sera ensuite ajoutée rapidement à la 
solution d ' hybridation. 
Incuber une nuit avec cette solution à 65°c. 

- Récupérer la sonde et conserver à - 20°c. 



8.5. Protocole de lavage et de révélation 

8.5.1. Tampons et solutions utilisées 

. Tampon de lavage: buffer 1 + Tween 20 
0,3 ï. (Fluka) 
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. Tampon 1 acide maléique (Fluka) 0,1 M 

. Tampon 2 

NaCl (Fluka) 0,15 M 
ajuster à pH 7,5. 

Solution stock "blocking" diluée 
1 pour 10 dans le buffer 1. 

. Solution stock "bloCking" réactif "blocking" 
diluée 10 fois 
dans le buffer 1. 
A autoclaver et 
garder à - 20°c. 

. Tampon 3 Tris-HCl 
NaCl 
MgC12 
Ajuster 

0,1 M (Fluka) 
0,1 M (Fluka) 
50mM ( F 1 u ka ) 

à pH 9,5. 

. Tampon 4 Tris-HCl 
EDTA 

(Fluka) 
(UCB) 

Ajuster à pH 8.0 

8.5.2. Technique 

- Passage à 65°c dans deux bains consécutifs 

0,1 ï. SDS - 2 * SSC 

0,1 ï. SDS - 0, 2 * SSC 

500 ml 

500 ml 

l0mM 
lmM 

2x15 ' 

2x5' 

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

Incuber les membranes pendant 30 minutes dans 
le tampon 2. 

- Diluer 10000 fois l'anticorps anti-DIG conjugué 
à la phosphatase alcaline dans le tampon 2. 

- Laver 2 x 15 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 
colorée à l'abri de la lumière. 
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La couleur bleu/pourpre apparaît endéans quelques 
minutes et la réaction est complète après 16 heures. 
Ne pas mélanger ou agiter lorsque le signal se 
développe. 

Lorsque les spots sont apparus, arrêter la r éact i on e n 
lavant les membranes pendant 5 minutes dans 50 ml de 
tampon 4. 

Les membranes peuvent être conservées dans le 
tampon 4 en attendant d ' être photographiées. 
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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 

des bactéries 

9.1.1. Tampons utilisés 

- Tampon Laemmli 

0,757 gr/100 ml TRTS-HCl (Fluka) 

2 gr ( 2 ï. ) SDS (LKB) 

- Tampon F 

9.1.2. Protocole 

- Méthode 1 : 

Tampon phosphate 50 mM 
B mercaptoéthanol lmM 
PMSF lmM 
LYS0ZYNE 0,6 mg/ml 
H20 
Ajuster à pH 7,4 

pH 6,8 

1. Lancer une pré-culture en milieu NZYM + Amp de 
bactéries . XLI-Blue contenant le plasmide recombinant 
une nuit à 37°c. 

2. Inoculer 9 ml de milieu NZYM + Amp avec 1 ml de 
pré-culture et laisser pousser jusqu'à une D.0. 
de 0,5 - 0,6 (À= 600 nm). 

3. Ajouter 30 µl d'IPTG (100 mM --> 0,3 mM final) 
(B0EHRINGER). 

4. Incuber pendant 3 heures à 37°c. 

5. Centrifuger 10 minutes à 4000 rpm. 

6. Resuspendre dans tampon de Laemmli (voir point 9.1.). 

7. Centrifuger 10 minutes à 12000 rpm. 

Remarque IPTG: Isopropyl,(3 D thiogalactopyranoside. 



Méthode 2 (Tampon F) 

6 ' . Resuspendre dans le tampon F. 

7 ' . Réaliser quatre cycles de gels/dégels. 

8'. Soniquer trois fois deux minutes tous les 
échantillons. 

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

10.1. Principe 

Cette technique est couramment utilisée pour 
l'analyse d'un mélange complexe de protéines. 
Elle permet en effet, la séparation complète sur 
base du poids moléculaire des divers constituants 
de l ' échantillon déposé au sommet du gel, grâce à 
la réticulation du gel et au courant qu'on lui 
applique. 

10.1.1. Gel de polyacrylamide 

Le gel de polyacrylamide résulte de la polyméri
sation de monomères d ' acrylamide en longues chaines 
pontées avec du méthylène bisacrylamide (HAMES et 
RIC KW OOD, 1981). 

La polymérisation est initiée par des catalyserus 
produisant des radicaux libres, par exemple l e 
persulfate d ' ammonium, le NNN'N' - tétraméthylène 
diamine ( TEMED). La réaction est inhibée en 
présence d'un e xcès d ' 02. 

La réticulation du gel dépend du pourcentage 
d ' acrylamide et de bisacrylamide mis en présence. 
La mobilité électrophorétique des protéines diminue 
si la taille des pores diminue. L ' influence de la 
taille des pores sur la mobilité varie d ' une pro
téine à l' autre car la charge et la taille des 
molécules interviennent dans la potentialité mi
gratoire. Plus les molécules sont grosses et plus 
elles sont r alenties par le gel. 

10.1.2. SDS - PAGE 

Le sodium dodécyl sulfate est un détergent anionique 
qui a pour propriété de rompre la structure tri
dimensionnelle des protéines. 
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Quand les protéines sont dénaturées par la chaleur 
en présence d'un excès de SDS et d'un réducteur des 
ponts disul fures ( fo 2- mer-captoéthanol), el les se 
dér-oulent et se voient entourées de molécules de 
SDS à r-aison de 1,3 à 1,4 g par- gr-amme de protéines 
de sorte que chaque molécule a la même densité 
de char-ges négatives quelle que soit sa char-ge de 
départ. 

Les pr-otéines ainsi tr-aitées migr-ent dans un gel de 
polyacr-ylamide uniquement en fonction de leur taille. 

Le gel de polyacr-ylamide se compose de deux 
par-ties : un r-unning gel ou gel de séparation sur
monté d'un stacking gel ou gel d ' empilement. 

10.2. Solutions utilisées 

* Running gel 

0,375 M 
10 'ï. 
0,27 ï. 
0,1 'ï. 
0,05 ï. 
0,05 ï. 

Tr-is HCl pH 8,8 
acrylamide 
bisacr-ylamide 
SDS 
Temed 
Persulfate 

* Stacking gel 

.0,125 M 
3 'ï. 
0,08 ï. 
0,1 ï. 
0,05 ï. 
0,05 ï. 

Tris He 1 pH 6, 8 
acrylamide 
biscr-ylamide 
SDS 
Temed 
Persulfate 

Mélange 5 fois concentré 

SDS ( LKB) 
Tris HCl (Fluka) 
Mer-captoéthanol 
Glycérol (UCB) 
Bleu de Bromesphénol 

Tampon électrophorèse 

Tr-is (Fluka) 
Glycine (UCB) 
SDS (LKB) 

0,025 M 
0, 192 M 
0, 1 ï. 

10 ï. 
250 mM 
10 ï. 
50 ï. 
0,25 ï. 

pH 8,3 
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Solution de coloration : 

0,25 g bleu de coomasie (brillant blue RSO) 
45 ml méthanol 
45 ml H20 distillée 
10 ml acide acétique glacial 

Solution de décoloration 

30 '1/. éthanol T 
10 '1/. acide acétique glacial 
60 '1/. H20 distillée 

10.3. Mode opératoire, d ' après Laemmli (1970) 

10.3.1. Préparation des gels 

(Merck) 
(UCB) 

Les catalyseurs sont ajoutés au dernier moment. 

Pendant la polymérisation du running gel, ce dernier 
est surmonté d'alcool isobutylique pour éviter son 
contact avec 1'02. 

Le stacking gel (3 '1/.) est ensuite coulé au moment 
d ' insérer le peigne qui moulera les 10 puits. 

Préparation des échantillons : 

20 µl de tampon échantillon (voir point 
9.1.1). 

5 µl de mélange 5x concentré 

On fait bouillir l'échantillon 5 minutes. 

On déposera 25 à 30 µl par piste de gel. 

Pa r allèlement à ceu x-ci, on fait migrer des pro
téines de poids moléculaire comme (étalon). On fera 
bouillir également l'étalon 5 minutes. 

Remarque standard de PM utilisé 

Sigma LPM (SDS - 7) 

alpha- l actalbumine 
inhibiteur de la trypsine 
Trypsinogène 

PM 14200 
PM 20100 
PM 24000 

anhydrase carbonique e x traite des 
GR bovins PM 29000 



glycéraldéhyde - 3 - phosphate D.H. 
(lapin) PM 36000 

Ovalbumine 
Albumine bovine 

10.3.2. Migration 

PM 45000 
PM 66000 

50 

La cuve à électrophorèse est remplie de tampon. Un 
courant de 200 volts est appliqué pendant 45 minutes. 
La révélation du gel peut se faire soit par colo
ration, soit par immunodétection : ce qui implique 
le transfert sur nitrocellulose. 

10 .4. Révélation 

10.4.1. Coloration au bleu de Coomasie 

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

10.4.2. Décoloration 

Changer plusieurs fois la solution de 
décoloration jusqu ' à coloration du gel 
voulue. 

1 0 .4. 3 . Séchage du gel 
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11. WESTERN BLOTTING (TRANSFERT ELECTROPHORETIQUE SUR 
NITROCELLULOSE) 

Après migration électrophorétique, on peut blotter les 
protéines sur nitrocellulose et dans ce cas, il 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 coincé entre deu x 
feuilles de papier Wattman). 

Le dispositif est immergé dans le tampon transfert et 
dans le trans-blot cell et soumis à un champ électrique 
(50 volts pendant 1 h 30' ). 

Après le transfet, la piste étalon est colorée à l ' aide 
d ' amidoschwartz pendant une minute. Elle est ensuite 
décolorée pendant 3 x 10 minutes sous agitation. 

Tampon blotting 

Tris 25 mM 
Glycine 192 mM 
Méthanol T 20 ï. 

(Fluka) 
(UCB) 
(UCB) 

3,03 gr 
14,4 gr 
200 ml 

1 litre d ' eau distillée 

Composition de l ' amidoschwartz 0,1 'l. : 

Amidoschwartz 
Méthanol 
Ac. Acétique glacial 
Eau distillée 

(Merck) 
(UCB) 
(UCB) 

0,1 gr 
45 ml 
10 ml 
45 ml 

Après blott i ng, le gel est coloré pour vérifier 
l'efficacité du transfert. La feuille de nitrocellulose 
est incubée une heure en PBS 2 'l. BSA pour saturer les 
sites restés libres sur la membrane et est lavée ensuite 
en PBS 1 / 1000 Tween 20. 

Par après, la feuille peut être stockée séchée entre du 
papier Wattman et dans un sac plastique (à 4°c). 
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12. PROTOCOLE DE REVELATION IMMUNOENZYMATIQUE DES 
ANTIGENES FIXES SUR NITROCELLULOSE 

12.1. Solutions utilisées 

PBS 10 x 
KH2P04 
Na2HP04.2H20 
NaCl 
KCl 
H20 

2 g 
14,4 g(si Na2Hp04 11,49g) 
80 g 
2 g 
1000 ml 

Mettre à pH 7,4 

Hydrolysat de caséine 

25 g de caséine pour 800 ml NaOH 0,3 N 
1 nuit à 37°c 
Porter à PH7 avec HCl concen tré 
Porter à 1 litre avec de l'eau distillée 

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

Solution de révélation à l ' AEC 

Tampon acétate(*) 0,5 M PH5 
H202 (33 ï.) 30 1 / 10 ml 
AEC 5 ml de DMSO (UCB) avec une pastille 
d ' AEC. 

Tampon acétate 

12.2. Protocole 

Acétate de Na 0,2 M 
Nacl 
CaC12 
H20d 

680 mg 
220 mg 
7,5 mg 

25 ml 

(pH 5) 

- Déposer sur la nitrocellulose, un échantillon de lysat 
bactérien ou viral ou révélation effectuée sur des 
ant igènes blottés 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 différents anticorps dans la solution 
PBS /Hydrolysat de caséine. 
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Laver au Tween PBS 1/1000 3 fois 15 minutes. 

Dilution 1/100 du Sheep Anti-Mouse Peroxydase (SAM 
Perox) dans une solution 50/50 PBS Tween. 

- Incuber 1 heure. 

- Laver au Tween PBS 1/1000 3 fois 15 minutes. 

- Laisser baigner les membranes de nitrocellulose dans 
la solution de révélation (AEC). 

Conserver à l ' abri de la lumière dans un bain d ' eau 
distillée contenant de l'azide de sodium (NaN3) . 
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13. POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR) 

13.1. Principe 

Cette technique permet l'amplification de certaines 
portions de gène. Pour que cela soit possible, 
les séquences se trouvant de part et d ' autre de la 
région-cible à amplifier doivent être connues. La 
préparation de DNA doit être dénaturée. Des 
séquences "primer" de 20 pb complémentaires des 
sites de chaque côté de la région-cible 
s'hybrident chacun soit sur le brin "sense" soit 
sur le brin "anti-sense" . 

Une DNA polymérase est utilisée pour synthétiser 
un simple brin d'ADN à partir de l ' extrémité 3 ' -
OH de chaque primer. 

Le cycle peut ainsi être répété en dénaturant la 
préparation. Le nombre de copies de la séquence 
augmente de façon exponentielle. Depuis récemment, 
on utilise une DNA polymérase provenant d'une 
bactérie thermophile : l ' enzyme reste actif durant 
toutes les étapes requises pour les cycles dénatu 
ration - renaturation et une séquence donnée peut 
être amplifiée jusqu'à 4 x 10 6 fois en 25 cycles. 

La longueur de la séquence - cible est déterminée 
par la distance entre les deux "primers" ( limite : 
+ / - 2 k b). 

Lors des étapes d'amplification, il peut se 
produire une erreur de polymérisation toutes les 
2.10~ paires de base. 

13 . 2 . Les "primers" 

Les primers t y piques font généralement 18 à 28 
nucléotides de longueur et sont composés à 50 - 60 
ï. de bases G et C. 

Il est à noter que la température 
est inférieure au Tm des primers. 
calculé de la façon suivante 

4° C pour les bases G et C 

d ' hybridation 
Ce Tm est 

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

On reti r e r a 1 à ~5°c pa r mismatch ( voir point 
13.3.). 
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Des Tms entre 55° Cet 80° C sont e x igés. On 
évitera le fait que les primers aient leur e x tré 
mité 3 ' complémentaires en vue de prévoir la forma 
tion de dimères primers. Généralement, les tempé
rature d'hybridation comprises entre 55°C et 72°C 
donnent les meilleurs résultats. 

1 3 .3. Conditions de cl~nage des séquences obtenues par PCR 

En utilisant deux enzymes telles que Pst! et BamHI 
on rendra le clonage des séquences amplifiées 
plus efficace. En effet, une seule orientation 
sera clonée et le vecteur ne pourra pas se refermer 
sur lui-même. 

Les sites de restriction BamHI et Pst! seron t 
crées en ajoutant des mismatchs du côté 5 ' du 
primer, ceci n ' ayant aucun effet sur la réaction 
PCR (MULLIS et AL, 1986; SCHARF et AL, 1986). 
Lorsqu ' on ajoute des séquences à l ' e x témité 5 ' 
d ' un primer en vue de créer le · site de restriction , 
il est important de placer quelques bases (p.c. GG 
ou CTC) qui permettront la reconnnaissance par 
l ' endonuc l éase. 

Si on veut créer un site de restriction plus 
interne au primer, il faudra que les changements 
de séquences soient fait le plus près possible de 
l ' e x trémité 5 ' . Ceci, de façon à éviter un 
mismatch entre l e primer et l ' ADN au niveau de 
l ' e x trémité 3 ' qui est le point de départ de 
l ' amplificat1 on. 
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13.4. Conditions de réaction et nombre de cycles (B0EHRINGER ) 

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

100 mg/ml de gélatine 
50 mM de chaque dNTP 
20 à 50 pmol de primer amont 
20 à 50 pmol de primer aval 

2,5 unités de Taq DNA polymérase (BDEHRINGER) 

100 ng à 1 µg d ' ADN génomique 

Porter à un volume final de 100 µl avec de 
l ' eau distillée. 

Recouvrir de glycérol (75 µl) 

Cycle de la réaction : 

30 secondes à 94°c (dénaturer le DNA) 

30 secondes à 55°c (hybridation primer-DNA) 

30 secondes à 72°c (extension) 

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

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

1 3 .5. Pu r if i cation des séquences amplifiées 

Il est nécessaire de purifier les séquences 
amplifiées car les dNTP's sont des inhibiteurs 
compétitifs de l ' ATP lors de la réaction de 
ligation. 

13.5.1. Solutions utilisées 

Tampon de purification 50 mM KCl 
10 mM Tris-HCl 

(pH 8.8 à 25°c) 
1,5 mM MgC12 
0,1 ï. Triton X-100 

Solution de lavage 80ï. d'isopropanol 



13.5.2. Protocole de purification (Kit Magic PCR 

PREPS DNA purification system for rapid 

purification of DNA fragments) 

Pour chaque réaction PCR, transférer la 

- 57 -

phase aqueuse dans un eppendorf propre stérile. 
La présence de glycérol peut entrainer une dimi 
nution du rendement de purification. 

Aliquoter 100µ1 de "Direct Purification Bufffer" 
dans un eppendorf (1,5 ml). Ajouter 30 - 300 µl 
de la réaction PCR. 
Vortexer pour mélanger. 

Ajouter 1 ml de résine "Magic Prep" et vortexer 
3 fois pendant une période 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 à la mini
colonne. 

Pipeter le mélange résine/ADN (2ème étape) dans 
la seringue. Insérer le piston et pousser très 
doucement et très lentement de façon à faire 
passer le liquide dans la colonne. 

Détacher la seringue de la minicolonne et retirer 
le piston. Réajuster le corps de la seringue à 
la minicolonne. Ajouter 2 ml de solution "Column 
Wash" ( La v age ) dans la seringue. Remettre le 
piston et pousser très lentement. 

Retirer la seringue et transférer la minicolonne 
sur un eppendorf. Centrifuger le tout 20 secondes 
à 12000 rpm pour sécher la résine. 

Transférer la minicolonne sur un nouvel eppendorf. 
Ajouter sur la minocolonne 50 u l d'eau distillée 
et attendre 1 minute. Centrifuger la minicolonne 
pendant 20 secondes à 12000 rpm pour éluer le 
fragment d'ADN attaché. 

Retirer la minocolonne. 
conservé à 4°c ou - 20°c. 

L'ADN purifié peut être 
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* On estime le rendement de la purification à 

60 ï. pour une taille de frament d ' ADN de 3200 pb 

96 ï. 1500 pb 

99 ï. 300 pb 

69 ï. 200 pb 

3 ï. 75 pb 

2 ï. 50 pb 

-- - - -- ------
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BUT DU TRAVAIL 

La prophyla x ie médicale de l ' affectation au BRSV repose 
à l'heure actuelle sur l ' utilisation de vaccins vivants 
atténués. Ces vaccins peu efficaces n ' induisent 
malheureusement qu'une immunité de courte durée (de l ' ordre 
de 4 mois) de sorte que des revaccinations fréquentes sont 
nécessaires pour protéger correctement le cheptel.Dans ce 
contexte, un vaccin de nouvelle génération hautement immuno
gène serait plus utile. En ce qui concerne l'affection au 
HRSV(Human Respi~atory Syncytial Virus), aucun vaccin 
efficace n'a encore été mis au point. 

Différentes protéines du virus syncytial bovin (G, F, 
Net 22 K) peuvent conférer une réponse protectrice mais 
accompagnée de problèmes immunopathologiques. Ainsi, les 
protéines Net 22K, riches en épitopes T, orientent plutôt 
une réponse cellulaire tandis que les protéines F et G, 
contenant plus d ' épitopes B, préconisent une réponse humora
le . Ces deux dèrnières protéines induisent la production 
d ' anticorps neutralisants mais aussi d ' anticorps non
neutralisants, ces derniers étant (selon certains auteurs) 
associés à des lésions pathologiques. On sait ainsi que les 
protéines F et G injectées à des animaux de laboratoire con
fèr ent une protection efficace à l ' égard du BRSV. 

Il est donc de haute importance de pouvoir localiser 
les épitopes B qui induisent uniquement l'apparition d ' anti
corps neutralisants et de produire en quantité suffisante 
les fr agments porteu r s d ' épitopes intéressants. C ' est pour
quoi, notre travail s ' est focalisé sur la protéine F qui 
est la plus immunogène et qui, de plus, présente moins de 
variabilité antigénique que la protéine G. Nous essayerons 
dès lors, de localiser les épitopes B portés par la protéine 
F, capables d ' in du ire une réponse neutralisante. Ceci sera 
rend u poss ibl e grâce au x clonage de fragments de séquence du 
gène F ne r ecouvrant i déalement qu ' un seul épitope B. 
Ceu x-ci se ront clonés dans un vecteur d ' expression afin de 
les obtenir en grande quantité. Les fragments de la glyco
protéine F du BRSV obtenus seront caractèrisés par une 
batterie d ' anticorps monoclonaux anti-F préalablement typés 
au laboratoire. 
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RESULTATS 

1. STRAGEGIE 

Dans un premier temps, nous réaliserons le clonage du 
gène de la protéine de fusion (F) du BRSV dans un vecteur 
d ' expression pMAL - CRI. Celle-ci sera exprimée sous la 
forme d ' une protéine de fusion Maltose Binding Protein -
Protéine F (MBP - F), dans le but de tester des anticorps 
mon oclonau x sur des lysats de bactéries recombinants pMAL -
CRI - F. Il faudra donc d'une part, définir les anticorps 
monoclonau x réactionnels en conditions dénaturantes et 
d ' autres part, mettre au point les tests de détection par 
les anticorps monoclonaux de la protéine de fusion exprimée 
en pMAL - CRI. 

En parallèle, nous essayerons de cloner dans le vecteur 
pMAL-cRI différents fragments de la séquence du gène F 
obtenus par PCR (Polymérase Chain Reaction) et par digestion 
séquentielle (Exonucléase III). 

La production de ces différents fragments de la 
p r otéine F (protéines tronquées) permettra de tester les 
anticorps monoclonau x déjà typés. La réactivité des 
d i fférents anticorps monoclonaux vis-à-vis des différents 
pepti des permettra la localisation d ' épitopes B continus 
au niveau de la protéine F. 
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Jle 111111 Lya Glu l,ya /\la f.ya Asp IISS -2 
Ile """ Lys Clu 11ar Lys A...___....;.. _ _. 11,r l,v9 Asp 185)7 

25) AGIi 1llC NC MT GO\ CTII Gl'C GM TrG O'IC 1U\ CIT Am CM MT GM en; Ol'C 11r TCC ICr AGIi <Dl MA N"JI m; IITII CX:'7t "994 
IS t,r9 'l')'r ,,.,, "9n "1• Val Val Glu Leu Cln Ser Leu Het clu "911 Glu l'ro Al• &<!r Ser Ser llr9 Ala Lys Ar9 Gly Ile Pro 

Lya Lys Ser 1hr 1""1 Ser 111r 11or Asn Asn Ar9 Glu lJPU IISS-2 
Lya Lys 11,r Leu 1hr Ala l\slt l\sl1 llr9 Clu Ala 18SJ7 

fflGIIGTrG~~~MIIACIINCTCl'~M11,w;rn~~C1111\m~Mll~~Mll~~~1Tll<r.ll~~ 
Ill Glu Leu Ile Ilia r L llr9 AIiia Ser 11,r l,ys J.ys 11ie 1 r Cl IL'1_1 rt, t Gly Lys Lya Ar9 l,ys Ar9 Ar9 Phe Leu Gly l'he 

t,r9 M• Het "811 111 IJPU Asn AMI 1hr llsn Va 1h• , ,.,, Ser IISS-2 
Gin 1)'r Het .l\sl1 11ar Ile 11ar r.1111 l.eu Val Ser lie Ser + 185)7 

421 - TrG Cil\ O.,T 1,1T ~ TCI' OC!' I\TI' GO\ N:r Q:T c:1'11 0:"11 Gl'G ,u: MIi Gl'II C'l'II (:,\C Cl'G r.l\G Q:11 GIIG r.ro MT MIi A1T MIi RD94 
141 Leu Leu Gli Ile Gly Ser Ala Ile Al• Ser Gly Val Ma Val Ser Lys Val ""'' ma Leu Glu Gly Glu Val ,.., Lys Ile Lys 

Val I Ile IISS-2 
val Ile 18SJ7 

SOS MT GO\ en; Cl'II Ta: ~ Nrr AM GO\ Cl'I\ GIT 1\1,T Cl1I TCC MT <r.11 GIT ICI' Gl'C Cl1I ,r.r ,0:: MA Gl'II CJT GIIT crA ,w; RB94 
169 Asn Ala Leu Leu Ser 11ar ,,.,, Lys Ala Val Val Ser Leu Ser A811 Cl y Val Ser Val Leu 11,c Ser Lys Val Leu Allp Leu Lys 

Ser IISS-2 
18SJ7 

S89 NC TIIT A1ll GIIC AM GIIG CJT Cl1I œr MIi GIT 11K: MT OIT GIIT ,r.r CW: 111" 'n.'C 11K: A1'11 CD\ I\Cr Gl'G IITII CNI 1-n: Cl\11 RD94 
191 Asn 'l')'r Ile Aap Lys Glu Leu Leu Pro Lys Val "911 l\~11 llls Asf, cr■ Cln Ile Sec A811 Ile Al11 11,c Val Ile Glu Mie Glu 

Gin 1 le Lys Gin Sec Ser Clu IISS-2 
Asn Asn Ar9 11• Gin Gin Ser A Ar9 Clu 185)7 

'7) CJ\11 MIi NC Nrr KZI Tl'G TrG GM r.1·r OC!' ,a; GM TIT 1er GTII MT <ri' (T,'I' A1T NX N"II CO: Cil: N;r IIO\ 1'1\C A1'G Tl'G RB94 
22S Gin Lys Asn Aan t,r9 Leu Leu Glu lie Ala llr9 Glu Mie Ser Val A91t llla Gly lie 11,c 11or l'ro l.eu Ser 11tr 'l')'r Het Leu 

111r Val Val IISS-2 
Met Sar 11ar Val 185)7 

757 ,a: 1IKr ,cr GM Tl'II Cl1I 1U\ Cl1I .111T Nrr GIIT A1'G t'CI' A1'11 Mx: MT GIIC C'\11 MIi 1\/VJ Cl'II A1'G TCI\ NJI' MT GTT Cl\11 IITII RD94 
2S) 11IC "811 Ser Glu Leu Leu Ser Leu Ile Asn l\sp Het Pro Ile 111,r Asn A"P Gin Lya Lys Leu Hel Sec Ser Mn Val Gin Ile 

. t,sn . RSS-2 
18SJ7 

841 ClC NT, Cl\11 O'IC ,cr TIIT Tl'.J: 111T A'IU 1U\ 1;,, ; r:IC MIi GM Gl'(l CIC A1'G a:T 1l\T GIT G'l'II Cl\11 Tl'II t'CI' A1T TIIT o:;\ GTT "994 
211 Val Ar9 Gin Gln Ser Tyr Ser lie Met Ser Val Val Lys Glu Glu Val Met llla 1')-r Val Val Gin Leu l'ro Jle 1')-r Cly Val 

lie Ue Leu Leu PSS- 2 
Ile Ile Leu 18537 

925 l,TII CIIC Kr CO:: 1Gl' TO:i MIi CTII CX NJ: TCI' COI Tl'II TIC NX N-:r GIIT MT MIi GM Œr. 1U\ IIN::. 111C 10:: 1TII ,r.r ,o;; "994 
309 11• Asp 11ic Pro cy,, Tt-p Lys Leu 111■ 11,c Ser l'ro Leu cy,, 11,r 11,c A111• "-•• l,ys Glu Cl y Ser 11911 Ile cr• Leu 11,c Ar9 

A•t 1hr PSS-2 
A A l\!ln lle A 18SJ7 

1009 AIJ\ GIIT a;r 0T. Tix: 1l\T 1'GT GIIT MT CD\ or. ,cr Gl'G ,cr Trr TIC œr CIIG (li'!\ GIIG N:11 TGT MA cri\ OIi\ TCI\ MT ~ RB94 
3)7 11,r Asp t,r9 Cly Trp 'l')'r cr• Asp l\sl1 llla Gly Sec Val Ser Mie Mie Pro Gin Jlla Glu 11ar cr■ Lys Val Glu Ser 119n llrg 

Leu RSS-2 
A Asp A 18S)7 

109) Cl'G Tl'C TGT Gl'C IIOI ATC 11/C tcr Tl'II N:r cro O..T ~:r GIIT crr Nt: '1'1'11 ru: PH: ACT G11C ATII TIi: MT <Dl 1\/VJ TIIT G11C RB94 
)65 Val l'i• cr• Aap 11ar Met Asn Ser IA!U 1l1r Leu rro 1hr /l"f' Val A811 Leu cy,, AM, 1hc Allp lie Mie l\sn Ala Lys Tyr Aap 

Ser Glu lie Pro IISS-2 
A Ser Clu Ser A Ser 18S)7 

1177 1'GT MIi A1ll MU ~ TCI' MIi N:r GIIC ATII ,cr N:J: TCI' Cri\ A1ll ,cr 1U1 I\TII 1111 lXT 111T Cl'I\ TCI\ TŒ: TIIT Q~ 1\/VJ IIO\ RB94 
39) cy,, Ly■ Ile ttet 11ar Ser Lys 11,c Allp lie Ser Ser Ser Val Ue 11ir Ser lie Gly Ala Ile Val Ser cr• 'l')'r Cly Lt'■ 11,r 

1261 
421 

Val leu IISS-2 
A leu A 19sJ1 

Mll1'GT"'71~TCl'~MA~~~~IITIII\NJN:rTITTl'.J:~~~~~GTll'IUIIIN::.~o:;\GTT~~ 
Lya C)'■ 11,c Ala Ser ""'' Lys llstt Ar9 Gly Ile Ile Lys 11,r Me Ser ,.., Gly cr• Aap 'l')'r Yal Ser ,,.., Ar9 Gly Val Asp • 

Allp l,ya RSS-2 

A A 
Lys 18Sl7 

1J4S ter GTII 'lcr GTT œ1' 11K: "'71 Cil\ TIIT TIIT 1ml MT 1\/VJ CTI\ G11G oo: MIi CD\ C1C 1'11T 111'11 MG Q:T GM COI 111T A1T MT RB94 
449 11ar Val Ser Val Cly l\a1 11,r Leu 1')-r 1-yc Val A1111 Lys 1 ... u Glu Cly Lya Ala Leu 1-yr lie Lya Gly Glu rro Jle Ile A■n 

Glu Ser Val IISS-2 
A■n Val 185)7 

1429 TIIC TI\T GIIT COI Cl1I GTII TIT a:"I' ,cr GIIT GIIG TTT GIIT CD\ 1U\ 111T OCC Cl\11 r.'17' ,w; CUI MA 111" NC Cllll ,0:: cro OC!' RD94 
471 Tyr Tyr Aap Pro Leu Val Pl• Pro Ser l\sp Glu 11ie A!lf' Ala Ser Ile Al11 Gin Val Alll1 11111 l,ys llïA1111 Gin Serr.eu Ala 

Aie Ser Glu IISS-2 
Ser Glu 18Sl7 

1513 Tl'C A1ll CJ;r' C'GII 'lcr GIIT GIii; 1TII CJT C'\C ,cr Gl'II GIIT Cri\ Q.:I\ MIi TCC MX N"II MT Cri\ GTII 111T ter ter A1T ll'lt'.' A1ll RB94 
SOS A• lie t,r9 Ar9 Ser I\Bp Glu Leu leu 111 ■ &er Val lltlf' Val Cly Lya Ser 1hr 111r l\sl1 Val Val Ile 11,r 11,r Ile lle Jle 

Lys ,._, A911 llla lie tlet IISS-2 
A■n Mn 11,r 11• Mot 185)7 

1m~~GTIIGTll~I\Tll1TIIMUTl'III\Tll(XT~~1TllcroTTTTIIC~MG~,o;;~,r.rœr~~1Tllo:;\~ 
Sll Val Jle Val Val Val Jle Leu tlet Leu Jle Ala Val Gly Leu Leu Mie Tyr Ser Lys 11,c llr9 Ser 11or l'ro Jle •IP.t Leu Gly 

1 le Ue Leu ser l""' cy,, Ilia Val 11,r &er IISS-2 
Ile Leu Ser Ile Leu cy,, Ala Lya Asn Val 11,r Ser 18S37 

16111 1\/VJ GIIT CIIG CIT N:r 001' A1C 11/<C MT CIT 11:C Trr ,cr MIi 'l'GII MT Gl:I\ 1'1111 1'GT Tl'II OIi\ 'ICT MA •"œr I\NJ MT OIT AM RB94 
561 Lys Allp Cln Leu Ser Cly Ile Asn Aan Leu Ser l'I• ser l,ya •u 

Ile Ala A■n ••• PSS-2 
lie Ala ••• 18Sl7 

tIDTGT~~~~Tl'IICl'll~~TCIIMIIGTTcrA~~,w;N:,;:~~TIT~,o;;TCl'TIIC~~~œr~ 

1849 Tl'C ATG Cl'II OC TCI\ o:l' CX7' 1UI' 17111 1'1\G Tl'II 'l'IIT 111194 

~ 

~ 



Figure II 1.1 : Séquence nucléotidique d ·un gène de la protéine de fusion 
de la souche RB94 du BRSV. Séquence déduite en acides 
aminés. Comparaison de ces séquences avec celles des 
souches A et B (RSS-2 et 18537) du HuRSV. 
Seuls les nucléotides et les acides aminés variants sont 
spécifiés . 
La flèche montre le site de clivage entre F2 et F 1. Le 
peptide signal et le domaine d'ancrage à la membrane sont 
soulignés. 
Les sites potentiels de glycosylation sont encadrés. 
Les résidus cystéine communs aux 3 protéines sont 
indiqués par des triangles noirs. 
Les numéros indiqués donnent la position des nucléotides 
et des acides aminés 



BamHI Pstt Eco RI 

AACTAGTG~ccccGGGccrGcAbGkccGATGGCG .. .... . F 

Eco RI Mna1II Clat 

....... AAAG~ccGATATc4..G.c.rrkTcGATI 

Figure II 1.2 : Situation et orientation du gène F dans le plasmide 
pBluescript. 

a b c d e f 

-3kb 

-1.3kb 

-0.7kb 

Figure II 1.3 : Electrophorèse sur gel d 'agarose 0,8 % de la préparation 
d'ADN plasmidique. 
Pistes a , b, c et d : ADN plasmidique pBluescript-F non 

restreint 
Piste e : ADN plasmidique restreint par Eco RI. 
Piste f : marqueur 1 restreint par Hi.iJdIII . 
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2.1. Extraction du gène F du plasmide pBluescript KS+ 

Le gène de la protéine de fusion F (figure III.1) 
dont nous disposions pour démarrer le travail était 
inséré dans le vecteur pBluescript SK+(figureIII.2 ) . 
De part l'insertion du gène de longueur d ' environ 
1,9 kb, la taille du plasmide contenant l'insert est 
augmentée à environ 5 kb. Le plasmide recombinant 
pKS+ - Fa été transformé dans la souche XLl - Blue. 

2.1.1. Ex traction de l'ADN plasmidique 

Dans un premier temps, nous avons extrait le 
plasmide recombinant de la souche XLI - Blue par 
MIDIPREP QIAGEN(figureIII.3). L ' ADN de MIDIPREP a 
été r esuspendu dans 30 µl d'eau distillée stérile 
et nous en avons prélevé un échantillon(l/10, 3µ1) 
pour une électrophorèse sur gel d ' agarose 0,B ï.. 
Ceci nous a permis d'évaluer la quantité d ' ADN 
e x traite : 20 - 24 µg d'ADN . 

2.1.2. Restriction de vérification 

Le gène de la protéine de fusion Fa été inséré 
au niveau du site EcoRI du plasmide pSK+ et de 
plus, le gène F possède également un site EcoRI 
(voir figure III. 2). 
Nous avons donc restreint 500 ng de plasmide 
recombinant par 5 unités d'enzyme EcoRI en présence 
de tampon H, 2 heures à 37°c. Le plasmide a donc 
été linéarisé et l ' insert e xcisé en 2 fragments. 

Nous avons obtenu le pattern caractéristique 
c'est-à-dire le plasmide à 3 kb et les fragments 
du gène de la protéine F d'environ 700 pb et 
d ' environ 1300 pb (figure III. 3). 



a b 

-2.Skb 
-2.4kb 

Figure II 1.4 : Electrophorèse sur gel d 'agarose du plasmide recombinant 
pBluescript-F restreint par Pvu II. 
Piste a : marqueur À restreint par Hù1d1II . 
Piste b : pBluescript-F restreint par Pvu II. 

2.5kb-
2.2kb-

a b 

Figure III.S : Electrophorèse sur gel d'agarose du plasmide pBluescript-F 
restreint par Dam HI (avec restriction préalable par Pvu 
II). 

Piste a : pBluescript-F restreint par Dam HI 
Piste b : marqueur À restreint par M.ndlll . 
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2.1.3. Extraction du gène F du plasmide recombinant 

pSK+ - F 

- Nous disposons du plasmide recombinant pKS+ - F 
en quantité, nous pouvons envisager l'extraction 
du gène F entier. 

Il faut savoir que le gène doit être extrait de 
sorte que les cadres de lecture du gène Mal E 
du plasmide pMAL-cRI et du gène F soient en 
phase . Cette contruction permettra la synthèse 
de la protéine F sous forme de protéine de 
fusion Maltose Binding Protein - F. 

Nous avons donc procédé à une première digestion 
de 5 ug de plasmide recombinant par 10 Unités de 
l'enzyme PvuII dans du tampon M pendant 2 heures 
à 37°c. 
Un échantillon est prélevé et soumis à une éle
ctrophorèse. L'observation du gel d ' agarose 
sous UV montre deux bandes de 2,4 kb et de 2,5kb 
(voir figure III.4 ). 
Ceci s'explique par le fait que le pKS+ possède 
deux sites PvuII en amont et en aval du MCS aux 
positions 527 et 972 (voir carte du pBluescript 
KS+, matériel et méthodes). 

Une seconde digestion a été effectuée après une 
extraction au phénol - chloroforme et d'une 
précipitation. Cette digestion par l ' enzyme de 
restriction BamHI permet d'enlever une partie de 
la séquence du pSK+ restée attachée au gène F. 
L ' observation d ' un échantillon sous UV nous 
montre le gène Faux environs de 2,2 Kb (F + 
quelques pb de pSK+ ) juste en - dessous de la 
bande correspondant au vecteur (2.5 kb) (voir 
figure III.5 ). 



6k~ 

2k 

a b C 

Figure II 1.6 : Electrophorèse sur gel d 'agarose de bandes correspondant 
au gène F.après récupération par GENE CLEAN. 
Piste a : Gène F restreint par Pvu II et Bam HI 
Piste b : pMAL-cRI préparé Pst I Klenow- Bam HI 
Piste c : marqueur Â restreint par M.iJdIII . 



- 63 -

2.1.4. Récupération du gène F 

La totalité du mélange de restriction final est 
déposé sur un gel d ' agarose en vue d'une 
séparation par électrophorèse. Le DNA est 
récupéré par la méthode du kit GENE CLEAN . 
L ' observation sous UV d ' un échantillon indique que 
nous disposions d ' un peu plus de 5 µg de matériel 
(figure III.6 ). 

2.2. Préparation du plasmide pMAL - cRI 

Le gène F issu du plasmide recombinant pSK+ - F 
présente une extrémité blunt (à bouts francs) 
engendrée par la restriction par PvuII et une e x tré 
mité protrudante dûe à la restriction par BamHI. 

Il est donc nécessaire de 

1. Rendre blunt une extrémité du plasmide linéarisé 
et avoir une e x trémité protrudante donnée par 
restriction BamHI. 

2. Trouver les sites de restriction adéquats au 
niveau du site multiple de clonage du plasmide 
pMAL-cRI autorisant la fusion des séquences 
de F et de la MBP. 

2 .2.1. Restriction par Pst I 

En v i r on 1 0 µg de plasmide pMAL-cRI ont été res
tre ints par 10 Unités d ' enzyme PstI. 

L ' AD N plasmidique a ensuite été purifié par une 
e x tract i on au phénol sui vi e d ' une précipitation à 
l ' éthanol. 

2 . 2 . 2 . Fill in g 

Le plasmide pMAL - cRI, restreint, est soumis à 
l ' action du fragment Klenow de l'ADN polymérase, 
c elui-ci enlève les nucléotides de l ' extrémité 3 ' 
protrudan te engendrée par restriction Pstl. 
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Après une heure d'incubation, à 14°c, l'enzyme a 
été dénaturée puis extraite au phénol. L'ADN a 
ensuite été précipité à l ' éthanol . 

L ' électrophorèse en gel d ' agarose (O,B ï.) d ' un 
échantillon du plasmide suivie de l ' observation 
sous UV indique que l'ADN n ' a pas subi de dégra
dations. 

2.2.3. Restriction par BamHI 

Le plasmide linéarisé aensuite été restreint par 
10 Unités d ' enzyme BamHI. 

2.2.4. Récupération de la bande relat i ve au plasmide 

pMAL - cRI préparé 

La totalité du mélange de restriction final a été 
déposé sur gel d ' agarose 0.8 ï. • 
La récupération de la bande a été effectuée avec 
le k it GENE CLEAN (Bio 101). 

Un échantillon a été soumis à une électrophorèse 
en gel d'agarose. 

L ' observation sous UV nous indique que nous avons 
récupéré environs 6 µg de plasmide préparé(figure 
III.6 ). 

2.3. Clonage du gène F dans le plasmide pMAL - cRI 

Nous avonsmis en présence 100 ng de plasmide et 2 µg 
d ' insert F et ajouté à ce mélange une unité de T4 
DNA ligase dans du tampon de ligation. La réaction 
a été effectuée pendant une nuit à 16°c. 

L ' e xcès d ' inse r t par rapport aux molécules de 
plasmide optimalise le pourcentage de réussite de la 
l i gation. 



abcdefgh ljk 

-1.3kb 
,>.7kb 

Figure II 1.7 : Electrophorèse sur gel d 'agarose de la restriction par .Eco RI 
de 10 clones transformants issus de la ligation entre 
pMAL-cRI et le gène F. 
Piste d : plasmide recombinant pMAL-cRI-F restreint par 

.Eco RI correspondant à la construction recherchée 
Piste g : marqueur Â restreint par .h'j.iJdIII 



- 65 -

2.4. Transformation et identification des clones 

Le mélange de ligation a été utilisé pour trans 
former des cellules HBlOl compétentes. Ces cellules 
ont été étalées sur milieu sélectif NZYM+Amp. Les 
colonies transformantes apparaissent après 12 à 14 
heures d'incubation à 37°c. Parmi celles- ci, 10 ont 
été choisies pour ensemencer chacune un milieu li
quide NZYM ampicilline sélectif. 

Après une nuit d'incubation à 37°c, un ml de chaque 
culture est prélevé et est utilisé pour l ' extraction 
rapide d'ADN plasmidique (miniprep). Une fraction 
de chaque préparation d'ADN a été restreinte par 5 
unités d ' EcoRI. Les fragments issus de chaque 
restriction ont été séparés par électrophorèse en 
gel d ' agarose (0,8 ï.) et leur taille évaluée, ce qui 
permet d'identier la ou les bactérie(s) possèdant le 
plasmide recombinant. 

Nous avons ainsi isolé un clone contenant trois fra -
gments de restriction EcoRI les tailles de ces 
fragments sont 6,1kb; 1,3kb et 0,7kb (figureIII.7). 

Ces trois fragments sont les suivants suivants : 

- Le plasmide pMAL-cRI possèdant un site EcoRI en 
amont du site BamHI dans le MCS et le gène F 
possèdant, lui aussi, un site EcoRI interne à sa 
séquence et deux autres sites EcoRI à ses 
extrémités. La restriction par l ' enzyme EcoRI 
l i bérera trois fragments. L ' un d ' entre eux étant 
le plasmide libéré de son insert(6,1kb). Le gène 
F, quant à lui , a été scindé en deux fragments 
d ' environ 700 et 1300 pb. 

2.5. Restriction de vérification 

Puisque l ' orintation du clonage est forcée, le gène 
F ne peut être que dans la bonne direction (coté 5 ' 
du coté du promoteur du gène malE). Cependant, nous 
avons voulu vérifier la parfaite insertion du gène 
de la protéine F dans le site de clonage du vecteur 
pMAL-cRI. En aval du site BamHI, (au niveau de la 
séquence du plasmide pSK+ restée accolée au gène F, 
se trouve un site Smal et un site Sac! est présent 
en amont du site Kpn I du vecteur pMAL-cRI (voir 
mathériel et méthode, site MCS . du vecteur pMAL-cRI). 

Si l e gène Fest inséré correctement, la double 
restriction Sma I - Sac I ne libérera qu'un fragment 
d ' environ 60 pb qui sera pratiquement "invisible" 
sur gel d ' agarose. On aura l ' impression d ' avoir 
linéarisé le plasmide recombinant . 
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Dans le cas contraire, si le gène Fest mal orienté, 
la taille du fragment obtenu par double digestion 
sera beaucoup plus élevée (environ 2 kb). 

Un échantillon du mélange de restriction par Pst! et 
Smala été prélevé et soumis à une électrophorèse. 

L ' observation sous UV présente l'image d ' une bonne 
insertion du gène F dans le plasmide d ' expression. 

2.6. Expression de la protéine F sous forme de protéine 
de fusion 

2.6.1. Cinétique de la production de la protéine de 

fusion 

2.6.1.1. Expression 

Nous avons lancé une culture de bactéries transfo
rmées par le plasmide pMAL-cRI et en parallèle une 
culture de bactéries recombinantes transformées 
par le plasmide pMAL-cRI dans 25 ml de milieu sé
lectif NZIM ampicilline. on a laissé pousser une 
nuit à 37°c jusqu'à l'obtention d ' une D.D. de 0.4 
(A= 600 nm ). 

Un aliquote de bactéries a été prélevé (1 ml) et 
centrifugé à 12000 rpm pendant 3 minutes. Le sur
nageant a été écarté et les cellules ont été 
resuspendues dans 100 ul de tampon de lyse Laemmli 
(ceci pour les deux candidats positif et négatif). 
Cet échantillon est appelé TO. 

Nous avons ensuite ajouté aux deu x cultures 240 ul 
d ' IPTG 100 mM (incubation à 37°c). Des prélèvements 
après une heure, deux heures et trois heures sont 
effectués et lysés dans le tampon de Laemmli. Ces 
écha n tillons sont appelés Tl, T2 et T3. 



.. Tt.-.~ --1J-3 : ~J 
l~l 

f 

-pMAL-cRI-F 
AK13A2 

-pMAL-cRI-F 
7C7 

-pMAL-cRI 
AK13A2 

Figure II 1.8 :Résultat du Dot blot des échantillons TO, T 1, T2, T3 
provenant de lysats de bactéries recombinantes pMAL
cRI-F et non recombinantes pMAL-cRI détectés à l'aide 
des anticorps monoclonaux AK 13A2 (anticorps anti 
protéine de fusion) et 7C7 (anticorps-témoin). 

A B 

66- ---· 

45- e • 

36- ....... 

29- ---·--24- _... 

--
Figure II 1.9 : Gel SDS-PAGE de lysats bactériens recombinants pMAL

cRI-F (méthode 1) coloré au bleu de Coomassie . 

Piste a : Etalons cte poids moléculaire,leur taille est 
exprimée en kilodaltons (kD). 

Piste b : pMAL-cRI-F 
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2.6.1.2. Test de l ' expression : Dot Blot 

Le but de cette manipulation est de vérifier si 
le clone bactérien contenant le vecteur pMAL-cRI 
exprime bien la protéine F. De plus, nous avons 
analysé la cinétique de l'expression de F s ' éta
lant sur trois heures. 

Nous avons utilisé les anticorps monoclonau x 
AK13A2 et 7C7. AK13A2 est un anticorps spécifique 
de la protéine F (plus précisément de la sous
unité Fl). Tandis que 7C7 (anti - MHC de classe II 
bovin) nous a servi de contrôle négatif. 

5 x 2 ul de chaque échantillon (TO, Tl, T2, T3) 
est déposé sur une bande de mitrocellulose. Au 
total, nous disposerons de quatre bandelettes : 

deux bandelettes de lysat pMAL-cRI révélées 
chacune soit par AK13A2 so i t par 7C7. 

- deux bandelettes de témoin négatif révélées 
chacune soit par AK13A2 soit par 7C7. 

La révélation à l ' AEC nous montre que la protéine 
Fest synthétisée au niveau du candidat positif, 
l ' anticorps AK13A2 donnant un signal positif (A : 
T2 et T3, figure III.8). 
En ce qui concene le candidat négatif, la révélat i on 
par AK13A2 donne un s i gnal négatif, de même pour 
la révélation à l ' anticorps 7C7 (B : figure 8). 
Ces résultats témoignent de la spécificité de 
l ' e xpression de F par notre clone positif. 
Signalons e n fin que nous n ' avons pas cherché à 
opt i maliser l ' e x pression. Nous estimons qu ' au 
temps T3, le niveau d ' e x pression était suffisam
ment é levé pour pouvoir obtenir la protéine de 
fusion en quantité adéquate pou r les tests immu
nologiques ultérieurs. Nous nous somme contentés 
i ci de sui v re les recommandations de la firme 
BIOLABS qui commercialise ce vecteur. 

2 .6.2. Caractérisation de la protéine produite 

2.6.2.A. Electrophorèse en gel SDS - PAGE et 

Western Blotting 

Afin d ' aborder l'étude du processing de la 
protéine F dans notre système d ' e xpression, 
les lysats ( par méthode 1 et 2, voir matériel et 
méthode) du temps 3 (T3) du clone portant le 
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Figure III 1 O :Gel SDS-P AGE de lysats bactériens recombinants pMAL
cRI-F et non recombinants pMAL-cRI (méthode 2) coloré 
au bleu de Coomassie. 
Piste a_ : Etalons de poids moléculaire, leur taille est 

exprimée en kilodaltons (kD). 
Piste b : pMAL-cRI 
Piste c : pMAL-cRI-F 
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Figure II 1.11 :Résultats de Western blotting obtenus à l'aide de 
l'anticorps AK 13 A2 à partir de lysats bactér iens 
(méthode 1) 
Piste a : Etalons de poids moléculaire, leur taille est 

exprimée en kilodaltons (kD). 
Piste b : pMAL-cRI 
Piste c : pMAL-cRI -F 
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plasmide recombinant (pMAL - cRI) et préparé en 
SOS est soumis à une électrophorèse en gel 
SOS - PAGE. Un premier gel sera révélé au bleu de 
Coomasie et un second avec les mêmes échantillons 
ser blotté sur feuille de nitrocellulose pour la 
révélation à l'anticorps monoclonal AK13A2 (anti
sous-unité Fl). 

A.1. Révélation au bleu de Coomasie 

La piste de lysat de bactéries recombinantes 
pMAL-cRI-F présente une bande majoritaire aux 
environs de 40 kD (figure III). Dr, la protéine 
de fusion MBF-F a une masse moléculaire attendue 
aux environs de 100 kD. Séparément, la MBP comme 
F, sont attendues aux environs de 40 kD alors 
que F2 se siteurait aux environs de 12 kD. 

A.2. Révélation à l ' anticorps monoclonal 
AK13A2 

On observe ici que l'anticorps monoclonal AK13A2 
reconnait spécifiquement (si l'on compare avec un 
lysat témoin) une bande aux environs de 40 kD. 
Sachant qu'AK13A2 est spécifique de la sous-unité 
Fl de la protéine F, il semble que la protéine de 
fusion MBP-F aie été clivée par des protéases de 
E. Coli au cours de l'expression. Nous avon donc 
l'e x pression de trois sous-unités séparées Fl, 
MBP et F2, seul Flet MBP ont pu être caractérisés 
et semblent intacts car de leur masse moléculaire 
correspond à celle attendue. De plus, la sous
unité F2 semble également clivée de Flet de la 
MBP. Cependant, nous n'avons pu la localiser 
actuellement. 
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Figure II 1.12 
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:Résultats de Western blotting obtenus à l'aide des 
anticorps monoclonaux AK13A2 (piste A) , AL13D12 
(piste B), AL17B3 (piste C), AL15H16 (piste D), AL4B2 
(piste E), AL11C2(piste F), AL11H6 (piste G), AK4F6 
(piste H ), à partir de lysat de cellules Véro infectées par 
du BRSV. 
Dans la piste I migrent des étalons de poids 
moléculaires, leur taille est exprimées en kilodaltons 
(kD) 



3. SELECTION D'ANTICORPS MONOCLONAUX RECONNAISSANT LA PROTEINE 
F DENATUREE 

3, 1 Caractérisation des anticorps reconnaissant la protéine F 
en présence de SOS 

3.1 .A . Justification 

a) La plupart des anticorps monoclonaux anti-F décrits 
jusqu ' ici pour le HRSV reconnaissent la sous-unité Fl . 
Nous avons dés lors pour des raisons de stratégie, 
concentré nos efforts sur le clonage et l'expression de 
fragments de gène recouvrant des séquences de cette 
sous-uni té Fl. La vérifica tian de la reconnaissance de 
la sous-unité Fl par les anticorps monoclonaux anti-F 
dont nous disposons se pose donc en préalable 
essentiel. 

b) La protéine F étant exprimée sous la forme d ' une 
protéine de fusion, il est probable que celle-ci n'ait 
pas la même conformation que la protéine native . Il 
faut donc sélectionner des anticorps qui ne 
reconnaissent qu'une zone continue de la séquence et 
non des motifs structurels et conformationnels. 
Le même problème se posera lors du clonage de fragments 
de séquences du gène F . De plus, nous travaillerons en 
présence de SOS pour des raisons pratiques cette lyse 
est facile et dans ces conditions, il y a 
solubilisation de la protéine recombinante . 

3.1 . b . Caractérisation proprement dite 

Un échantillon de surnageant viral (de BRSV) resuspendu 
en SOS a été soumis à une électrophorèse en gel SOS-
PAGE 12 % en condition réductrice ou non (~

mercaptoéthanol ajouté ou non) . Le ~-mercaptoéthanol 
réduit les ponts disulfures unissant les sous-unités Fl 
et F2 de la protéine F . Dans un premier temps, nous 
avons procédé un transfert sur nitrocellulose suivi du 
test des différents anticorps monoclonaux anti-F 
( figure III . 12) . 

Sur 12 
d'entre 
de 48 

anticorps monoclonaux anti-F testés, huit 
eux reconnaissent une bande située aux environs 
kD correspondant à la sous-unité Fl de la 

protéine F. 

Il s ' agit de AK13A2, .AL13D12, AL17B3, AL15H6, AL4B2, 
AL11C2, AL11H6, AK4F6 . 

En outre, J . P. Matheise a caractérisé ces différents 
anticorps en neutralisa tian . AK13A2 est un anticorps 
très neutralisant, AL13012 et AL17B3 sont deux 
anticorps faiblement neutralisants . Les autres 
anticorps n'ont pas d ' activité neutralisante . 
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Figure 111.13 : Dot blot de lysats de bactéries recombinantes pMAL -cRI 
F et non recombinantes pMAL-cRI. 
A. Lyse par la méthode 1 B. Lyse par ta méthode 2 

a : pMAL-cRI a : pMAL-cRI 
b : pMAL-cRI-F b : pMAL-cRI-F 
c : témoin virus c : témoin virus 



3. 2 . Mise au point du test des différents anticorps sur des 
lysats de bactéries recombinantes pMAL-cRI-F 

3 . 2.1. Analyse de la réactivité des anticorps monoclonaux 
sur lysat SDS de bactéries recombinantes 

Dans un premier temps, 
monoclonaux sur un 
recombinantes. 

nous avons testé les 
lysat SDS des 

anticorps 
bactéries 

Nous disposons donc de huit anticorps reconnaissant 
certains épi topes continus de la protéine F . Nous les 
avons testés avec la protéine de fusion MBP-F exprimé 
par les bactérie recombinantes lysées. 
Différents échantillons de lysats bactériens ont été 
déposés sur feuille de nitrocellulose et les anticorps 
ont été testés en di lu tians croissant es : 10 / 100 / 1000 . 
Nous avons obtenu les résultats suivants seul AK13A2 
donne un signal positif très spécifique ( même à forte 
dilution) . Les autres anticorps ne donnent rien si ce 
n ' est un bruit de fond dont l'intensité diminue avec la 
dilution (à la dilution 1/ 1000, la réaction est nulle) 
(figure III . 13) . 
En fait, nous travaillons avec du liquide d'ascite 
contenant vraisemblablement des anticorps anti-coli qui 
pourraient être responsables du bruit de fond . Ce bruit 
de fond diminue si la dilution augmente (anticorps 
anti-coli diminué) . Mais celle-ci empêche la réaction 
Ag-Ac spécifique (anticorps de faible affinité dilués) . 
Seuls les anticorps d'affinité suffisante donneront un 
signal positif (comme AK13A2) . 

3 . 2 . 2 Lyse des bactéries recombinantes par la seconde 
méthode 

Puisque seul AK13A2 reconnait spécifiquement la 
protéine dans un lysat SDS d' E . coli recombinant, il 
nous faudra procéder autrement pour tester les · autres 
anticorps . 
Nous avons donc procédé à une lyse des bactéries 
recombinant es par une méthode permettant la 
solubilisation de l'antigène recombinant et son 
utilisation dans des tests Elisa et/ou des 
manipulations de purifications (colonne d'anticorps 
pour Fl, colonne d' amylose sur les fragments de F s'ils 
ne sont non clivés) . 

Après lyse des bactéries par la seconde méthode, 2 Jll 
de lysat fut blotté sur nitrocellulose conjointement à 
un lysat d'E . coli témoin (figure III . 13) . La révélation 
par l'anticorps monoclonal AK13A2 montre que la 
solubilisation est satisfaisante (figure III .13). Un 
gel SDS-PAGE coloré au bleu de coornasie montre que la 
protéine ainsi solubilisée présente le même pattern de 
bandes que celui observé sur un lysat SDS d' E . coli 
recombinants (figure III. 10) 

Des tests de purifiaction et l'analyse de la réactivité 
des anticorps monoclonaux à l'aide de ce lysat d' E . 
coli recombinants sont en cours . 
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Figure III'. 14 Description des fragments de gènes amplifiés par la 
technique PCR et des fragments obtenus après digestion 
séquentielle, ainsi que la position des polypeptides 
qu'ils génèreront par rapport à la séquence de la 
protéine F. Les zones noircies correspondent à des 
régions hydrophobes (respectivement le peptide signal. 
le peptide fusogène et le domaine intramembranaire ). 
La flèche indique le site de clivage entre les sous-unités 
F 1 et F2. La lettre N montre les zones de N
glycosylation potentielles. Enfin, nous avons ajouté les 
régions déjà décrites comme épitopes inhibiteurs de 
fusion et/ou neutralisants 



4. PREPARATION DE FRAGMENTS DE SEQUENCE DU GENE F 
OBTENUS PAR PCR ET PAR DIGESTION SEQUENTIELLE 

-11 ~ 

Sachant que l'anticorps monoclonal AK13A2 reconnait le 
fragment Fl en conditions dénaturantes et dans l'espoir d ' en 
obtenir d'autres, la mise au point du test des anticorps 
réactionnels sur lysats bactériens et le clonage des 
fragments de la séquence du gène Font été réalisés en para
llèle. 

4.1. But et stratégie . de clonage 

4.1.1. Fragments obtenus par PCR (figure III.14) 

Cette préparation de fragments de la séquence du 
gène Fest réalisée grâce à la technique PCR 
(Polymerase Chain Reaction, voir matériel et 
méthodes). Huit régions de la séquence du gène F 
ont été amplifiées (figure III.14) et certaines 
d ' entre elles présentent un recouvrement de 
séquence. 

Celles-ci ont été choisies sur base de résultats 
apportés par un Peptide Scanning (PEPscan) et 
d ' épitopes déjà décrits sur la protéine F du HRSV. 

La technique de peptide scanning a permis 
d ' identifier les épitopes B reconnus par des 
anticorps polyclonaux de bovins infectés et par 
différents anticorps monoclonaux anti-F. 

Ces fragments pourront être clonés dans le 
vecteur d ' e x pression pMAL - cRI et seront exprimés 
( après transformation et induction à l'IPTG) sous 
forme de protéine de fusion. Cette protéine de 
fusion sera sous la forme MBP - Protéine tronquée F. 



1 

n• 

Il 
Séquence et orientation 

1 
Position 

1 

1 5' -GACGGATCCA TTGCAAAGTATGACTGT-3 ' 1164 

2 3' -CTGTAGATTTTGAACTGACGTTCATCG-5' 1164 

3 5'-GAGTGGATCCATTATGTCAGTGCT-3' 860 

4 3 '-CGTTTGTCTCAA TT AGGT AAGACGTCAGG-5' 860 

5 5'-TATGGATCCATGAGAGGAGTTGAT ACT-3' 1347 

6 3' -GTTTGTCTCCTCAAACT ATGACGTCGAC-5' 1347 

7 5' -T ACCGGATCCCTCAGT ACAT ACATG-3' 740 

8 3' -GTGGGGAGTCATGT ATCGACGTCTGG-5' 740 

9 3' -T ACTGCAGATCTGGTGGA TT ATCCT ACA-5' 1551 

10 3'-AACTGCAGATCTTGGCGGATAG-5 ' 1801 

Tableau III. 1 Liste des oligonucléotides synthétisés en vue de 
l'amplification de fragments du gêne de la protéine F. 
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Ces différents clonages permettront la purification 
de ces protéines tronquées par chromatographie 
d ' affinité sur colonne d ' Amylose et clivage de la 
protéine de fusion par le facteur de coagulation 
Xa libérant la protéine tronquée de la Maltose 
Binding Protein. 

4.1.2. Fragments obtenus par digestion séquentielle 
(figure III.14) 

La gène de la protéine Fa été cloné au niveau 
du vecteur pBluescript (point 2). Ce travail avait 
été réalisé dans le but de séquencer le gène F via 
des délétions au niveau du gène F par l'activité 
Exonucléase III. Les fragments de digestion 
séquentielle obtenus, clonés dans le pBluescript 
sont au nombre de 5 y compris le morceau d ' environ 
1300 pb du gène F. En ce qui concerne quatre de 
ceux-ci, ils sont le résultat de la digestion 
séquentielle du morceau de 1300 pb du gène F. 
Le fragment total de 1300 pb (libéré par restri
ction EcoRI du gène F) ayant été cloné séparément 
dans le vecteur pBluescript. 

De nouveau, les fragments 2 --> 5 (fragments du 
morceau de 1300 pb du gène F) pourront aussi être 
clonés au niveau du vecteur pMAL - cRI. 
Nous exprimerons aussi des protéines tronquées 
sous forme de protéine de fusion MBP - Protéine 
tronquée. De même que précédemment, nous pourrons 
purifier celles - ci par colonne d ' amylase suivie du 
clivage par le facteur Xa. Le morceau de 1300 pb 
du g è ne F sera cloné de la même manière. 

4.1. 3 . Ut il ité des protéines tronquées obtenues 

Ces fragments protéiques permettront de préciser 
l a localisation des sites antigéniques au niveau 
de la protéine F . 

4. 2 . Préparation des fragments PCR 

Nous avons défini les différents oligonucléotides 
utilisésen PCR( tableau III.1) sur base de la séquence 
du gène de l a protéine F du BRSV (WALRAVENS et AL, 
1990 ). 

Par l ' uti l isation combinée de ces oligonucléotides 
(figure 20), 8 fragments de DNA ont été amplifiés par 
la technique PCR. La figure III.14 montre l ' ensemble 
des fragme n ts amplifiés et le positionnement sur la 
séquence de la protéine F. 



Figure · II 1.1 S 

àbcdefghijk 

Electrophorèse sur gel d ·agarose résultant de 
l'amplification de fragments du gène de la protéine 
de fusion du BRSV. La taille des marqueurs dans la 
piste a est exprimée en kilobases . 
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Des mutations ont été introduites au sein des oligo
nucléotides afin de générer des sites d ' initiation et 
d ' arrêt de transcription afin de cloner ces différents 
fragments sous forme de protéine de fusion ou dans 
différents vecteurs d ' expression bactériens et virau x . 
Ces mutations permettent aussi d ' obtenir des sites de 
restriction (Barn HI et Pst I) compatible avec les sites 
présents dans les sites multiples de clonage des 
vecteurs d'expression utilisés. 
Ces modifications ont aussi été réalisées dans l ' optique 
de garder une longueur et une température de fusion 
(Tm) raisonnable à l'oligonucléotide. Cette températu 
re de fusion a été estimée par la formule d'ITAKURA et 
AL (1984). 

Oligonuclétide no Température de fusion (Tm) 

1 62°c 
56°c 

3 56°c 
4 52°c 
5 54°c 
6 66°c 
7 56°c 
8 55°c 
9 65°c 
10 55°c 

La figure III.14 montre églament la localisation 
d ' épitopes B déjà décrits pour le HRSV dans littératu
re. Le résultat de l'amplification a été analysé par 
migration sur gel d ' agarose 1,6 ï. afin de vérifier la 
taille des fragments amplifiés. 
La figure III.15 nous confirme bien la présence de fra
gments amplifiés de taille attendue.Les pistes D, E, F, 
G, H, I, Jet K correspondent respectivement aux 
fragments de même numérotation 3 , 4, 5, 6, 7, B, 9 et 
10. 

Restriction en vue du clonage 

10 µg des fragments PCR 3 à 10 ont été digérés succe
ssivement par l'enzyme Pst I et puis par l ' enzyme Barn 
HI. 

4.3. Préparation des différents fragments obtenus par 
digestion séquentielle 

Chaque fragment, y compris le morceau de 1300 pb, sont 
déjà clonés ' au niveau du vecteur pBluescript KS+. 
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Figure III. 16 : Electrophorèse sur gel d'agarose des fragments de 1.3 kb 
extraits des plasmides recombinants pBluescript E3-E5 -
E7-El 2 
Piste a : marqueur À restreint par Hà1dI II 
Piste b : E3 
Piste c : E5 
Piste d : E7 
Piste e : E 12 (non visible < 10 ng) 

Figure III. 17 

a b 

Electrophorèse sur gel d 'agarose du plasmide 
recombinant pBluescript -1,3 restreint par Eco RI 
Piste a : pBluescript -1,3 ( Eco RI) 
Piste b : marqueur À restreint par HindI II 
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Ces fragments sont dénommés E3, E5, E7, E12. 

Le fragment de 1300 pb a été resorti du plasmide 
recombinant pKS+ - F par !restriction EcoRI (point 
1.1.B.). On a procédé au processus de digestion séquen
tielle jusqu'à obtenir les différents fragments(réalisé 
par K.WALRAVENS dans le cadre de sa thèse de doctorat). 
Après filling des bouts protrudants, les vecteurs re
combinants digérés ont été religués. Afin de ressortir 
ces différents fragments (1,3 - E3 - E5 - E7 - E12), 
il suffit de restreindre soit par EcoRI (uniquement 
pour le fragment 1,3 total) soit par les enzymes PvuII 
et EcoRI (pour E3 - E5 - E7 - E12). Dans le cas des 
fragments E3 --> E12, la restriction par EcoRI permettra 
une mise en phase des cadres de lecture respectifs de ces 
derniers et du gène de la MBP du plasmide pMAL - cRI. 

L'insert récupéré aura une extrémité blunt ( PvuII 
et protrudante ( EcoRI ) ou deux extrémités protru
dantes ( EcoRI ). 

Résultat des restrictions et de la récupèration de 
bandes correspondants aux différents fragments 

Un échantillon (1/10) des fragments d'ADN récupérés par 
le k it GENE CLEANa été mis sur gel d ' agarose (1 ï.). 
Nous disposons encore : 

- de plus de 5 µg du fragment E3 

- de plus de 2 µg du fragment E5 

- de plus de 2 µg du fragment E7 

d ' au moins 500 ng du fragment E12 

(figur-e III.14 

- de plus de 2 µg du fragment de 1.3 kb (figureIII 
17) montrant pSK+ - 1,3 digér-é EcoRI,échantillon 
de 1 / 10 du mélange de restr-iction). 



a b c d 

Ill: ... -••• 

Figure II 1.18 : Electrophorèse sur gel d'agarose de l'extraction d 'ADN 
plasmidique (méthode QIAGEN) 
Pistes a,b,c : pMAL-cRI 
Piste d : marqueur À restreint par Hindlll 



5. PREPARATION DU VECTEUR pMAL - cRI 

5.1. Préparation du vecteur pour le clonage des 
fragments et du morceau de 1300 pb 

5.1.1. Préparation du plasmide pMAL - cRI 

Nous avons extrait le plasmide de la souche 
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HB101 par méthode MIDIPREP QIAGEN (figure III.18). 
l'ADN de Midiprep a été resuspendu dans de l ' eau 
distillée stérile et nous en avons prélevé un 
échantillon (1/10) pour une électrophorèse sur gel 
d ' agarose O,B %. Nous disposons de 30 ug d ' ADN 
plasmidique. 

a. Restriction par Pst I 

2 0 µg de plasmide pMAL-cRI ont été restreints par 
2 0 Unités d ' enzyme Pst! . 

L ' ADN plasmidique est ensuite purifié par une 
e xtraction au phénol suivie d'une précipitation à 
l ' éthanol. Un échantillon (1/10) est soumis 
à une électrophorèse sur gel d ' agarose (O,B %). 
L ' observation sous UV montre que le plasmide a 
été effectivement digéré et est donc linéarisé. 



a b e 

Figure III 19 : Electrophorèse sur gel d 'agarose du plasmide pMAL-cRI 
préparé Eco RI et Pst I-Klenow-EcdU après récupération 
des bandes (par la méthode de GENE CLEAN) 
piste a : pMAL-cRI Eco RI 
piste b : pMAL-cRI Pst I -Klenow-Eco RI 
piste c : .marqueur À restreint par HlndIII 
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b. Filling 

Le plasmide pMAL - cRI, restreint, a été soumis à 
l'action du fragment Klenow de l ' ADN polymérase. 

Après une heure d ' incubation à 14°c,l ' enzyme a été 
dénaturée par extraction au phénol, puis l'ADN a 
été précipité à l ' éthanol et resuspendu dans 30 µl 
d'eau distillée stérile. 

c. Restriction par EcoRI 

Les 30 ul de solution d'ADN plasmidique ont été 
soumis à l ' action de l ' enzyme EcoRI. 
L ' électrophorèse en gel d ' agarose (0,8 ï.) d'un 
échantillon des mélanges de restriction suivie de 
l ' observation sous UV indique que nous disposons 
encore d ' environ 5 µg de plasmide préparé . 

5.1. 2 . Préparation par EcoRI 

5 µg de plasmide pMAL-cRI a été restreint par 
EcoRI afin de cloner le fragment entier de 1, 3k b. 
L ' observation sous UV montre que le plasmide 
a bien été digéré et linéarisé. 

5.1. 3 . Récupération des bandes 

Cette récupération a été réalisée comme précede
mment par la méthode GENE CLEAN (Bio 101). L' ob
se rv ation sous UV d ' u n échanti l lon ( 1/15) montre 
q u e nous di s posons en c ore de plus de 2 µg de ma
t ér i el (figure III.19 ) . 

5.1.4. En r ésumé 

Nous avons donc préparé le plasmide pMAL-cRI de 
deux façons différentes 

- Pst I - Klenow - BamHI (1 ) 
- EcoRI ( 2 ) 

( 1) sera accepteur des fragments E3 , E5, E7, 
E12 

(2) sera accepteur du morceau de 1300 pb 



a b 

6kb-

Figure III.20 : Electrophorèse sur gel d'agarose du plasmide pMAL-cRI 
préparé par restriction Bam HI et Pst I après 
récupération de la bande par la méthode de GENE CLEAN. 
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5.2. Préparation du vecteur pour le clonage des fragments 
obtenus par PCR 

5.2.1. Préparation du plasmide pMAL - cRI 

a. Restriction par Barn HI 

10 µg de plasmide pMAL-cRI ont été restreints 
par 10 unités d'enzyme Barn HI . 
L ' ADN plasmidique est ensuite purifié par 
une extraction au phénol suivie d ' une pré
cipitation à l'éthanol. 
Un échantillon (1/10) a été soumis à une éle
ctrophorèse sur gel d'agarose (0,8 'l.). 
L'observation sous UV montre que le plasmide 
a été digéré et linéarisé. 

b. Restriction par Pst I 

La préparation d ' ADN plasmidique est soumise 
à l'action de dix unités d ' enzyme Pst I. 

c. Récupération de bandes 

Comme précedemment, la récupération a été ré
alisée par la méthode GENE CLEAN (Bio 101). 

L ' observation d'un échantillon (1/10) montre 
que nous disposons encore d ' environ 5 µg 
d ' ADN plasmidique (figure III.20 ). 

Nous ne sommes pas parvenus à insérer nos 
fragments dans le vecteur de clonage . Ce 
point sera discuté plus loin (voir Problèmes 
de clonage). 



Fig ure II I. 2 1 

a b 

-3kb 

-1.3kb 

-0.7kb 

Electrophorèse sur gel d'agarose du plasmide 
recombinant pBluescript-F restreint par Eco RI 
piste a : marqueur À restreint par Hj.iJdIII 
piste b : pBluescript-F restreint par Eco RI 

1.3kb 
0.7kb 

abc 

Figure III.22 : Electrophorèse sur gel d'agarose des morceaux de 700pb 
et de 1300 pb du gène F après récupération par la 
méthode du GENE CLEAN 
piste a : morceau de 700 pb 
piste b : morceau de 1300 pb 
piste c : marqueur À restreint par HindII I 
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6. MISE AU POINT D'UNE SONDE F MARQUEE A LA DIGOXYGENINE 

6.1. But de la mise au point de la sonde 

Nous allons cloner une dizaine de fragments de la 
séquence du gène F. Cette sonde permettra, après 
transformation, un screening rapide des colonies 
transformantes. Un autre avantage de cette sonde est 
qu'elle n ' est pas marquée de façon radioactive. 

6.2. Mise au point de la sonde F 

Nous avons utilisé le plasmide pKS+ - F (point 1.1.1.) 
pour commencer la mise au point. 
Nous avons ressorti le gène F du plasmide recombinant 
par restriction EcoRI. De part cette restriction, 
le gène Fa été scindé en deux morceaux de 700 et 
1300 pb. 

6.2.1. Restriction par EcoRI 

10 µg de plasmide recombinant ont été restreints 
par 10 Unités d'enzyme EcoRI. Le mélange de res 
triction a été ensuite déposé sur gel d ' agarose 
0,8 ï. et a été soumis à une électrophorèse suffi
samment longue pour permettre une bonne séparation 
des bandes d ' ADN (figure III.21 ). 

6.2.2. Récupé r ation des bandes de 700 et 1300 pb 

Cette récupé r ation a été réalisée par GENE CLEAN 
(B i o 101 ) . Le rendement de la récupèration a été 
est i mé en déposant 1 / 10 du matériel récupéré sur 
un gel d ' agarose O.Bï.( figure III. 2 2 ) . 

6.2. 3 . Marquage de l ' ADN à la DIGOXYGENINE 

Voi r matériel et méthodes (point 8). 



1 

2 

3 

4 

Figure II 1.21 Tests de spécificité de la sonde F marquée à la 
DIGOXYGENINE 
piste 1 ( V) : test sur différents vecteurs et le vecteur 

pBluescript 
piste 2 (V) : test sur les vecteurs recombinants 
piste 3 (F) : test sur les fragments du gène F obtenus 

par digestion séquentielle 
pistes 4 (A) et 5 : tests sur les différents fragments 

obtenus par PCR à partir de la 
séquence du gène F 



6.3. Vérification de la spécificité de la sonde 

A. Dot Blot de différents échantillons 

Nous avons déposé sur bande de nitrocellulose 
(figure III. 23 et 24 ) 

- 79 -

. 2 ul de plusieurs vecteurs (Pe x II - Pe x I -
PMAL - CRI - PMJ) et 2 ul de vecteur recombinant 
pSK+ - F . 

. 2 ul de vecteurs recombi~ants pKS+ contenant les 
morceaux de 700 et 1300 pb et leurs fragments 
obtenus par digestion séquentielle : 

pKS + - 0,7 A 
pKS + - 0,7 Al 
pKS + - 0,7 A3 

. pKS+ - F 

2 ul de chaque fragment (provenant d ' une récu
pération par GENE CLEAN 

. 0,7 A 

. 0,7 Al 

. 0,7 A3 

. 1,3 E3 
1,3 ES 

. 1,3 E7 

. 1,3 E12 

. 1,3 total 

. 1 ul de chaque fragment obtenu par PCR. 

3 -- > 10 

B. Résultats 

Ce test nous montre que la sonde est bien spéc i fique 
du gène F. Il n'y a pas de signal positif au niveau 
des vecteurs de clonage. Par contre, au niveau du 
dépôt du vecteur recombinant pKS+ - F,nous 
observons un signal intense (voir figure III.23 ). 
Pou r les autres échantillons (vecteurs recombinants 
et fragments) , nous obtenons un signal positif 
mais plus faible. 
Cette inensité du signa l est probablement due au 
pré l evement accidentel d ' huile minérale recouvrant 
la solution PCR. De plus, la quantité prélevée (1µ1) 
est faible. 



A B 
pMAL-cRI-F 

(3 l. ( 1) 

"" / 
e 

/ 
(2) (4) 

Figure III.24 : Résultat de l'hybridation sur boîte au moyen de la sonde 
F marquée à la DIGOXYGENINE 

a : test sur boîte 
b : test sur té moins positifs et négatifs constitués 

par des bactéries recombinantes : 
p MA L-cR I -F ( 1 ) 
pMAL-cRI (2) 
pBluescript-F (ADN pur) (3) 
pBluescript ( 4) 
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7. PROBLEMES DE -CLONAGE 

Nous avons rencontré divers problèmes de clonage avec 
les fragments obtenus par digestion séquentielle et par PCR. 

7.1. Clonage des fragments obtenus par digestion séquentielle 

Comme déjà énoncé au point 3, nous avons effectué une 
récupération des bandes relatives au x différents 
fragments par la méthode GENE CLEAN (BIO 101). Nous 
sommes donc certains de la pureté et de la digestion de 
ceu x-ci. 

Un e xcès des fragments E3, ES, E7, E12 et le morceau de 
1300 pb a été mis en présence de 100 ng de plasmide 
accepteur. 

Plasmide pMAL - cRI préparé PstI KLENOW EcoRI + 
E3, ES, E7, E12 

- Plasmide pMAL - cRI préparé EcoRI + 1, 3 Total 

Le mé l ange de ligation a été incubé une nuit à 16°c. 

La t r ansformation a été réalisée par électroporat i on 
sur des bactéries XLI Blue compétentes. L'étalement 
s ' est fa i t sur milieu sélectif NZYM + ampicilline. Les 
boî tes de pétr i ont été placées une nuit à 37°c. 
Nous a v ons ensuite , procédé à une hybridation sur boîte 
grâc e à l a sonde F marquée à la DIGOXYGENINE. 

7 .1.1. Problèmes rencontrés 

7 .1.1.A. Mau vaise préparation du plasmide 

accepteur 

Les transformants que avons obtenus sont uni
quement des bactéries transformées par le 
vecteur religué sur l u i- même sans insert. 
L'hy bridation sur colonies avec la sonde F 
digo xy gé n ine n ' entraine l ' apparition 
d ' aucun signal positif (figure III.24 ) 



Et. 
J, 

t 
Et. 

Figure III 2S Electrophorèse sur gel d 'agarose d'ADN de miniprep de 
bactéries recombinantes pMAL-cRI-fragments de 
1300pb après restriction par Hù1d1II. 

Figure III 26 : Electrophorèse sur gel d 'agarose d'ADN de m1niprep de 
bactéries recombinantes pMAL-cRI-fragments de 
1300pb après restriction par EcoRI . 



7.1.1.B. Clonage 

Lors d'un second essai de clonage(après 
repréparation du vecteur ), nous avons 
obtenu quelques colonies transformantes. 
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En effet,l'hybridation sur boîte donnait des 
signaux positifs ). Nous avons donc procédé 
à une extraction rapide d'ADN (miniprep) 
des colonies positives. Un échantillon de 
chaque préparation a été restreint par 
l ' enzyme Hind III dans un premier temps. 
Le reste de la préparation a été soumis à 
l'action de l ' enzyme EcoRI. 

Pour chaque restriction, nous obtenons un 
pattern de 3 ou 4 bandes selon l ' échantillon. 
Il semble que la restriction n ' ait pas marché 
les sites EcoRI ou Hind III ont peut-être 
disparus, ceci résultant d ' un remaniement de 
l'ADN et rendant inefficace l ' action des 
enzymes de restriction (figure III.25 et 26). 
Enfin, nous remarquons qu ' il n ' y a pas eu 
religation du vecteur sur lui-même. 

7. 2 . Clonage des fragments obtenus par PCR 

Nous a v ons essayé de cloner les fragments 3 à 10 sont 
clonés dans le vecteur d'expression pMAL - cRI. 
La déma r c he e x périmentale est identique à celle ~uivie 
lors du précédent clonage. 

7.2.1. Problèmes rencontrés 

7 . 2 .1.A. Clonage sans purification de l ' ADN 

Cont r airement au x fragments obtenus par 
digestion séquentie ll e, nous n ' avons pas 
procédé à une purification des fragments par 
GENE CLEAN la taille des fragments est trop 
petite. 

Le clonage n ' a donné aucun résultat : pas de 
transformant. Il n ' y a pas religation du 
vecteur car le clonage est forcé 
(e x trémités protrudantes BamHI et Pst! incom
patibles). 



0.3kb-
02kb
o:1skb
o.1okb-

a b c d • f g 

Figure II 1.27 : Résultat sur gel d ·agarose de la purification des fragments 
du gène F obtenus par PCR. 
piste a : fragment 3 

· piste b : fragment 4 
piste c : fragment S 
piste d : fragment 6 
piste e : marqueur À restreint par HindIII 
piste f : fragment 9 
piste g : fragment 8 
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7.2.1.B. Extraction au phénol 

La Taq Polymérase, encore présente au niveau 
de la solution contenant les fragments PCR et 
fixée au niveau du DNA, pourrait interférer 
avec l'action des enzymes de restriction. 

Nous avons donc procédé à une extraction au 
phénol-chloroforme des différentes solutions, 
suivie des digestions BamHI et PstI. 

Aucun transformant n'a été obtenu. 

7.2.1.C. Clonage avec purification 

Le mélange d ' amplification contient toujours 
les dNTPs et les primers nécessaires à la 
réaction effectuée par la Taq polymérase. 

Les dNTPs sont des inhibiteurs de la T4 DNA 
ligase: ils entrent en compétition avec 
l ' ATP qui est nécessaire à son activité 
(inhibiteurs compétitifs). Les primers 
peuvent interférer avec l'action des enzymes 
de restriction. 

Nous avons donc purifié les fragments PCR par 
colonne MAGIC PREP PCR (Voir matériel et 
méthodes). 

L ' observation sous UV d'échantillons montre 
que la purification a bien fonctionné 
(figure III.27 ). 

Ensuite, nous avons procédé à la digestion de 
ces fragments suivie d'une ligation et de la 
transformation. après transformation, aucune 
colonie ne s'est développée sur le milieu 
sélect if . 

7.2.1.D.Clonage après purification et extraction 

au phénol 

N'étant pas parvenu à éluer nos fragments 
avec les démarches précédentes nous avons 
combiné la technique de purification sur 
colonne avec l'e x traction au 
phénol-chloroforme. 
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1. Purification sur colonne 
2. Extraction au phénol-chloroforme 
3. Restrictions 
4. Ligation et transformation 

Encore une fois, aucun transformant. 

7.2.2. Questions et solutions envisagées 

Le problème pourrait se poser au niveau du vecteur 
car clonage difficile. Enfin, la purification des 
fragments doit être réalisée avant et après les 
restrictions enzymatiques. Ceci afin de purifier 
les fragments de 1a solution PCR et d ' éliminer les 
quelques nucléotides libérés au cours des différentes 
restrictions. En effet, ceux-ci peuvent se reli
guer au plasmide accepteur ou au fragment PCR lui 
même et empêcher ainsi l ' insertion de l'insert. 
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DISCUSSION 

Si les mécanismes cellulaires revêtent une importance 
particulière dans la défense contre le RSV lors d'une primo
infection, ceux-ci semblent également impliqués dans le dé
veloppement de lésions tissulaires graves (GRAHAM et al,91). 
L ' immunité humorale, quant à elle, paraît prépondérante lors 
d ' une réinfection. Seules les protéines F et G peuvent in
duire la production d'anticorps neutralisants. Néanmoins, 
ces protéines sont capables d'éliciter à la fois des anti 
corps neutralisants et non-neutralisants impliqués selon 
certains auteurs dans les problèmes immunopathologiques. 
Dans ce contexte, un vaccin favorisant l ' émergence d'anti
corps neutralisants induirait une protection efficace sans 
e n traîner l ' apparition de lésions pathologiques. 

Notre travail s'est focalisé sur la protéine de fusion 
dans le but de localiser les épitopes B portés par cette 
protéine. Nous avons amplifié certaines séquences 
du gène F susceptible de recouvrir un ou plusieurs épitopes 
B. Celles-ci ont été définies sur base d ' épitopes déjà loca 
lisés (figure III.14 ) et sur base de résultats de peptide 
s c anning (PEPSCAN) à l ' aide de polyséra de bovins, infectés 
naturellement,(réalisé par JP. MATHEISE dans notre labora
toire). Le clonage au niveau du vecteur pMAL-cRI permettra 
l ' e x pression dans E.coli de différents fragments obtenus par 
PCR et par digestion séquentielle (système ExonucleaseIII). 
Ces fragments ,produits sous la forme de protéine de fusion, 
pourront être testés dans un premier temps,par des anticorps 
monoclonau x . La purification des protéines tronquées sera 
possible et des études plus élaborées seront en v isagées 
( immunisation, TTL, ... ). 

Dans un premier temps, nous avons cloné le gène de la 
p r otéine F dans le vecteur pMAL-cRI dans le but de vérifier 
si une e x press i on du gène F donnait des résultats satisfai
sants. Ensuite, la mise au point de test de détection à 
d ' anticorps monoclonau x ainsi que le clonage de fragments 
d u gène de la protéine F dans le vecteur pMAL-cRI furent en
t r epris simultanément. 

Un test de révélation immunoenzymatique par l'anticorps 
monoclonal AK13A2 met en évidence une expression optimale de 
la protéine F sous fo r me de protéine de fusion MBP-F(Maltose 
Binding Protein-F) 3 heures après induction à l ' IPTG (T3). 
Ce résultat démontre que l ' expression en vecteur procaryote 
d u gène de la protéine Fest réalisable. En effet, plusieurs 
e xpériences récentes ont montré que l ' e x pression de la pro
té i ne F sous forme nati v e induisait la mort des cellules 
bac té r ienn e s. Cette to x icité peut être .évitée si on élimine 
la zone codant pour le peptide signal de cette protéine 
( MARTIN-GALLARDO ,1991 ). D'après notre résultat, il 
semblerait que l ' e x pression du gène F sous forme de protéine 
de fusion a vec la protéine de liaison au maltose permette 
d ' é v iter aussi la to xicité due à la protéine F. Il est 
probable que s o n accumulation dans la paroi perturbe E.coli 
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provoquant sa lyse ou un arrêt de sa croissance. Dès lors, 
l'excision du peptide signal de laprotéine Fou le clonage 
de celle-ci en fusion avec ungène permettant l ' expression et 
l ' accumulation de la protéine F dans le cytoplasme de la 
bactérie permettrait d ' éviter la lyse ou l'arrêt de sa 
croissance. 

Néanmoins, l'analyse du produit d'expression montre 
que la protéine de fusion est clivée en plusieurs endroits 
la MBP(Maltose Binding Protein) est séparée de la protéine F 
qui est elle-même scindée en ses deux sous-unités Fl entière 
et F2 qui n ' est pas identifiée au niveau de nos gels SDS
PAGE. Ce clivage est dû à des protéases d ' E.coli. La 
purification de la protéine F sur colonne d ' amylase n ' est 
donc pas possible. 

Cependant, nous nous sommes concentrés sur l ' expression 
de fragments recouvrant des séquences de la sous- unité Fl 
du gène de la protéine F. D' après l ' analyse de nos gels , 
celle-ci ne semble pas être clivée lorsqu'elle est e xpri
mée dans notre système. De plus, l'expression du gène Fl 
ayant été déjà réussie dans E.coli (MARTIN - GALLARD0,1991), 
nous imaginons possible l ' expression de fragmerits du gène 
Fl en fusion avec la MBP sans qu ' aucun clivage ne nous prive 
d e la possibilité de purifier ces polypeptides. 

L'e x pression des fragments en protéines de fusion modi
f iant sans doute la configuration de la protéine, nous avons 
ca r actérisé huit anticorps monoclonaux fonctionnant en con
d i tion dénaturantes (SOS) c ' est à dire qui reconnaissent 
des épitopes con ti nus de la protéine de fusion. Nous avons 
en su i te t esté ces anticorps sur le produit d ' expression du 
cl one pMAL - F afin de mettre au point le test sur lysats 
SDS de bactéries recombinantes blottés sur nitrocellulose. 
Se ul l ' anticorps AK13A2 donne des résultats satisfaisants. 
La plupart des autres anticorps donnent un bruit de fond 
élevé à faible dilution et une réaction quasi nulle à forte 
d i lu t ion. Ceci est dû au fait que le liquide d ' ascite avec 
leque l nou s tra vaillons contient des anticorps anti-Coli. 
De plus , ce r tains de ces anticorps monoclonau x ont une fai
bl e a v idité pour l'antigène comparée à celle de l ' anticorps 
AK 1 3A2 . Plusieu r s solutions permettront sans doute dans un 
f u t u r proche de contourner ces problèmes : 

- Tr ava ill er à l ' aide de surnageants denses 
pl uta t que des liq u ides d ' ascites comme sou
r ce d ' anticorps. 

- Epuiser les anticorps sur des antigènes d ' E. 
c oli. 

- Purif i e r partiellement ou totalement les fra
gments de proté i nes e x primées ... 

Enfi n , le clonage des fragments de la protéine Fa été 
en trepris. Ces f ragments obtenus par amplification PCR ou 
d i gestion séquentielle du gène de la protéine de fusion ont 
été préparés en vue d ' être clonés en vecteur pMAL-cRI. Ces 
c lonages d i ff i ciles n ' ont malheureusement pas été fructueux. 
Une fois ces problèmes résolus, l ' e xpression des fragments 
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du gène F permettra une première cartographie des épitopes B 
de cette protéine. 



- 87 -

PERSPECTIVES. 

Les résultats générés par ce travail ont permis de poser les 
premiers jalons de 1 · étude plus générale de la cartographie des 
épitopes B portés par la protéine de fusion du Virus 
Respiratoire Syncytial Bovin (BRSV) . 

Dans un premier temps, il conviendra de pallier les problèmes de 
clonage rencontrés au cours de ce travail. Enfin, les tests de 
détection des fragments par les anticorps monoclonaux devront 
être optimalisés . 
Sur base de ces mises au point, une ca tographie des épi topes B 
de la protéine de fusion du BRSV pourra être entreprise. La 
réactivité des anticorps sur les fragments de la protéine F 
décrit ci-dessus consistera en une première analyse grossiere . 
Ensuite, une ca tographie plus précise pourra être entreprise. 
D"une part, le clonage de fragments de taille plus réduite, mais 
également de zones de recouvrement étroites de divers fragments 
sera effectué . D ·autre part, la synthèse de courts peptides sera 
envisagée afin de localiser le plus précisément possible les 
épitopes B portés par la protéine de fusion. 
Enfin, lorsque des épitopes reconnus par des anticorps 
monoclonaux seront clairement identifiés, l'immunisation 
d · animaux de laboratoire à 1 · aide des fragments protéiques ou 
des peptides de synthèse recouvrant les zones identifiées sera 
envisagée. Cette démarche permettra de déterminer si ces 
peptides sont capables d'induire une réponse hautement 
neutralisante. Rappelons que, contrairement aux épi topes non 
neutralisants, les épitopes neutralisants semblent impliqués 
dans la protection vis-à-vis du BRSV . Des infections d · épreuve 
seront enfin réalisées afin de vérififier si la réponse obtenue 
après immunisation s'avéra protectrice et si elle ne 
s ' accompagne pas d'aggravations immunopathologiques. 
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