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RESUME 

Les gènes de la chaî ne légère K se présentent, à l'état germinal, en quatre 

segments L, V, J et C. Après réarrangement par recombinaison, un des 300 

gènes V K fusionne avec l'un des quatre segments JK fonctionnels. Une fois 

réarrangé, ce gène est sujet aux mutations somatiques , c'est-à-dire qu'un 

mécanisme localisé et propre aux gènes d'immunoglobuline provoque des 

mutations dans la région VJ. Le nombre des différents fragments, le 

réarrangement et les mutations somatiques sont des moyens efficaces 

d'accroître la diversité des anticorps. Pour apporter pl us am pl es informations 

sur ces moyens de diversification, la caractérisation pl us détaillée des gènes 

VKl' plus particulièrement VKlA' a été entreprise. Un des moyens d'y parvenir 

est le clônage et la séquence d'un gène de ce sous-groupe. 

Afin de clôner le gène réarrangé de la chaîne légère du myélôme M 0 P C-460, 

plusieurs étapes ont été franchies. Premièrement, l'identification du fragment 

d'ADN porteur du gène se fait à l'aide d'une sonde de la région VKlA (1.1) et 

une autre de la région JK C K. Deuxièmement, le montage d'une bibliothèque de 

phages et le criblage de cette bibliothèque sont effectués. Troisièmement, un 

clône est isolé et purifé , puis son ADN est extrait. Quatrièmement, le fragment 

isolé de 11 ADN de phage est sous-clôné dans pBR 322 et une carte de restriction 

est faite. Et finalement, des fragments du gène sont sous-clônés dans M 13 et 

séquencés. 

Les résultats obtenus, surtout la séquence de la région LVJKS' ont permis de 

classer définitivement la chaîne légère de MO P C-460 dans le sous-groupe 
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VKlA ' même si elle avait été classée VKlD auparavant (Lazure et al, 1981). 

Cette séuqence, ·en plus de lever les ambiguités laissées par la séquence 

protéique, révèle deux substitutions situées dans le V, aux résidus 45 et 86, par 

rapport à la séquence germinale (T-105). Ces substitutions proviennent 

certainement de mutations somatiques. 
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IN T R 0 DUC TI 0 N 

Ce travail consiste en la caractérisation du gène de la chaîne légère 

d'immunoglobuline du myélôme M 0 P C-460. Avant d'entreprendre la description 

des résultats, il est nécessaire de présenter des notions de base d'immunologie 

et les travaux antérieurs sur lesquels s'appuie ce projet. Partant du fait qu'un 

individu produit au moins 106 -10 7 molécules d'immunoglobulines différentes 

(William son, 1976) et sachant que la théorie germinale disant que chaque 

immunoglobuline a son gène s'est avérée fausse (Dreyer et Bennett, 1965), la 

cellule productrice d'anticorps doit employer plusieurs stratégies permettant 

d'accroître la diversité des anticorps. Parmi ces moyens se trouvent 

l'association aléatoire par recombinaison des différents segments formant le 

gène complet de chaque chaîne, le nombre assez considérable de ces différents 

fra_gments, l'association combinatoire d'une chaîne lourde avec n'importe quelle 

chaîne légère et finalement, les mutations somatiques (Tonegawa, 1983; Hood, 

1985). Pour apporter plus amples informations sur ces moyens de diversification, 

le laboratoire du Dr Gibson a entrepris la caractérisation de plusieurs gènes 

V K 1 (Hum et al, 1984) parmi lesquels se retrouve la chaîne légère du myélôme 

MOPC-460. 

A. Structure typique d'un anticorps 

Les anticorps ou immunoglobulines sont sécrétés par les plasmacytes lors 

d'une réponse humorale à une attaque antigénique. Les anticorps sont constitués 

de deux types de chaîne polypeptidique: soient deux chaînes légères et deux 

chaînes lourdes reliées entre ·elles par des ponts disulfures. Chaque chaîne 

contient une partie variable et une partie constante. La partie variable est 
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caractérisée par trois régions hyperv ariables appelées C 0 R (corn plementary 

determining region) séparées par des régions moins variables appelées FR 

(framework) (Wu et Kabat, 1970). Les régions COR forment le site de liaison à 

l'antigène (Barstad et al, 1978). La partie constante de la chaîne lourde, qui 

détermine la classe de 11 anticorps soit µ, ~ 1 , 'i2 a' ~Zb' ~, 6, Ci ou E , est 

responsable d'une variété de fonctions effectrices telles la fixation du 

complément et la fixation au récepteur Fe. Les différentes classes de chaînes 

lourdes peuvent s'associer avec n'importe lequel des types de chaîne légère K 

ou ~ . Cependant les chaînes K constituent 95 % du répertoire des chaînes 

légères de souris. 

COOH 

figure 1. Schéma général d'un anticorps où C est la région constante et V, la 

région variable. L représente la chaîne légère et H, la chaîne lourde. (inspiré 

de Tonegaw·a, 1983). 
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B. Im m unogénétique 

Bl. Arrangement des gènes d'immunoglobuline 

Les chaînes d'immunoglobulines de souris sont codées par trois familles de 

gènes: les gènes H situés sur le chromosomes 12 (D' Eustachio et al, 1980), les 

gènes (\ situés sur le chromosome 16 (Tonegawa, 1983) et les gènes K situés sur 

le chromosome 6 (Swan et al, 1979; D'Hoostelaere et Gibson, 1986). Le locus de . 

la chaîne K est orienté "tête en haut" par rapport au centromère (Banerjee et 

al, 1985) et localisé dans le premier tiers du chromosome (O' Hoostelaere et al, 

1985). Ce locus, qui s'étend sur plus de 2000 Kb (Cory et al, 1981) est situé à 

un peu moins de 1.9 cM à gauche, probablement, du locus JK-CK (Gibson et al, 

non publié). 

Ces familles de gènes présentent un arrangement similaire. Les gènes des 

chaînes légères K se composent de quatre fragments L, V, J et C, qui sont 

séparés à l'état germinal et ramenés ensemble pour l'expression. Parmi ces 

fragments il y a le L (leader) qui code pour la partie hydrophobe de la chaîne 

soit le peptide signal (Nishioka et al, 1980) et le V qui code pour la majeure 

partie de la région variable. Chaque V est accompagné de son propre L. 

Plusieurs auteurs ont essayé d'estimer le nombre de gènes VK chez la souris. 

Potter fait une première classification des chaînes K basée sur la séquence 

protéique allant du NH 2 terminal au premier Cys 23 invariable (Potter, 1977). 

Une deu xième classification des V K, aussi faite par Potter (Patter et al, 1982), 

définit un sous-groupe ou isotype V K comme ayant 12 substitutions ou moins 

dans la région NH 2-Trp35. Cette classification laisse entendre que chaque 



sous-groupe est codé par un seul gène ( Weigert et Riblet, 1976). Afin d'essayer 

de préciser le nombre de gènes V K, la méthode d'hybridation à saturation 

(Valbu ena ·et al, 1978) propose que chaque sous-groupe soit codé par 4 à 8 

gènes. Le nombre de sous-groupes étant d'environ 50, ils estiment le nombre 

total de gènes VK à 300. L'hybridation par southern blot (Cory et al, 1981) 

démontre la présence de 4 à 10 familles de gènes ayant 16 à 22 membres pour 

une estimation de 90 à 320 gènes V K. Finalement, la focalisaton isoé lectrique 

des cha1nes légères (Gibson, 1984) ramène le nombre total de gènes V K 

effectifs à 65. 

Un troisième fragment J (pour joining) code pour les 12 derniers acides 

aminés de la région variable, c'est-à-dire le FR4. Les fragments JK ont été mis 

en évidence par Weigert et al, (1978) puis clônés par Sak ano et al, (1979). Ainsi 

ils font l'identification d'un groupe de cinq JK pouvant tous s'associer Ç1.vec 

n'importe quel VK, sauf JK 3 qui est défectif. Le groupe JK est localisé de 4.0 

Kb à 2.5 Kb en 51 du CK (Sakano et al , 1979). Une hybridation par southern 

propose l'existence de trois et peut-être même quatre allèles JK (Boyd et al, 

1986). 

Le quatrième fragment appelé C K, code pour la région constante de la 

chaîne légère. Un génôme haploide contient une copie unique du gène C K. La 

région constante compte 106 acides aminés. 

Les fragments de gènes de la chaîne légère ?\ présentent un arrangement 

différent. Cette famille contient qu atre paires de segments Ji\ · et Ci\ soient 

J i\1 ci\1' Jf\2 c ;\2 et Ji\3 cf\.3 qui correspondent aux trois sous-types 

connus et J (\ 4 C fi. 4 qui est défective. Cette famille contient aussi deux paires 
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de segments L V'A.. Le V ;\l se joint préférentiellement à J~ 3 ou à J,t 1 et le 

V i\ 2 au Ja 2 mais la préférence n'est pas absolue. 

L'arrangement des gènes de la chaîne lourde ressemble beaucoup à celui de 

la chaîne K. Le nombre de gènes LHVH a été estimé, par hybridation par 

southern de 29 (Cory et al, 1981) à 100-200, subdivisés en 7 familles de 2 à 40 

membres (Brodeur et Riblet, 1984). Avant de s'associer au VH, l'un des 4 JH 

doit d'abord se réarranger avec l'un des douze OH' Ce segment D (pour 

diversité), code pour la partie centrale du CDR3 (Alt et al, 1984). Le génôme 

haplOide de souris compte 8 régions CH, une pour chaque classe 

d'immunoglobuline. 

LOURDE 1 • 1 • (f-1-9-11-f-1 · · · ._,,/ 1 1 11 1 • • • • • • • • 

Figure 2 Schéma de l'arrangement germinal des trois familles de gènes 

d'immunoglobuline. (D'après Hood et al, 1985). 
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82. Réarrangements 

Les segments de gènes d'immunoglobuline doivent être ammenés ensemble 

pour former un gène complet actif. Ce mécanisme a été proposé par Dreyer et 

Bennett, (1965) par le fait qu'une extrémité de la chaîne légère semble être 

codée par l'un des nombreux gènes tandis que l'autre extrémité semble être le 

produit d'un gène unique. Puis ce mécanisme a été confirmé par le groupe de 

Tonegawa (Hozumi et Tonegawa, 1976; Tonegawa et al, 1976) à l'aide 

d'hybridations avec des sondes de m RN A de chaînes légères qui indiquaient que 

le VK et le JK, qui sont à une certaine distance l'un de l'autre dans les cellules 

embryonnaires, sont joints pour former un polynucléotide continu durant la 

différentiation des lymphocytes. Puis Weigert et al, (1978) démontrent que le 

segment V K vient se joindre à un des 4 JK effectifs, que ce phénomène semble 

se passer au niveau de 11 ADN et qu'il a pour but d'augmenter la diversité. 

Ce mécanisme se produit par recom.binaison entre la partie 31 du v.K et la 

partie 51 du JK. Cette recombinaison se fait au lien phosphodiester du second et 

du troisième nucléotide codant pour la pra line (résidu #95 chez K et #97 chez 

) (Sakano et al, 1979). Corn me aucun des JK ne peut coder pour la praline 95, le 

premier résidu à être codé entièrement par le J est le résidu #96. Ce site de 

jonction est imprécis: au cours du réarrangement, les enzymes responsables 

introduisent des erreurs en joignant les brins d' ADN du V et du J dans 

différentes positions de manière à former de nouveaux triplets au site de 

recombinaison, et ce par insertion, délétion ou par substitution de nucléotide 

( Weigert et al, 1978). Ce phénomène d'insertion est plus souvent observé au site 

de recombinaison de la chaîne lourde où il est appelé N-régions (Honjo et Habu, 

1985). Ceci contribue à augmenter la diversité mais parfois entraîne un 
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changement de cadre de lecture qui forme une chaîne légère non fonctionnelle; 

ce type de réarrangement est appelé aberrant (Altenburger et al, 1980; Lenhard 

et Schuller et al, 1978). On peut donc retrouyer trois types de réarrangement 

dans une cellule B fonctionnelle soient K+ pour l'allèle réarrangé fonctionnel, 

K 0 pour l'allèle non-réarrangé ou K- pour un allèle présentant un réarrangement 

aberrant (Van Ness et al, 1982). 

En faisant la séquence des régions flanquantes des V et des J, le groupe de 

Toriegawa (Early et al, 1980) identifie des séquences très bien conservées. Ces 

séquences de réarrangement sont constituées de séquences consensus: un 

heptamère CACAGTG et un nanomère ACAAAAACC. La disposition de ces 

séquences est importante. L'heptamère est toujours contigu au segment à 

rearranger soit en 31 du V, en 3' et 5' du D et en 51 du J (Tonegawa , 1983). 

L'heptamère est séparé du nanomère par une séquence non-conservée de 12 bp 

(1 tour d'hélice d'ADN) ou de 23 bp (2 tours d'hélice d'ADN). Ce type 

d'arrangement permet de former des structures répétées et inversées et peut 

ainsi servir de site de reconnaissance pour la recombinaison sachant qu ' un site 

contenant une séquence non-conservée d'un tour d' A ON réarrange toujours avec 

un site qui contient une séquence non-conservée de 2 tours d' ADN (Hood et al, 

1985). Un exemple de ces séquences pour la chaîne K est présenté à la figure 3 

p.13. 

Plusieurs mécanismes de recombinaison ont été proposés. Premièrement le 

modèle de "copie-insertion" dans lequel la partie · V est copiée puis ins.érée de 

manière adjacente au fragment J (Hozumi et Tonegawa, 1976). Deuxièmement, le 

modèle d'excision-insertion où le segment de gène V et excisé, peut être retenu 

sous forme d'épisome (Dreyer et Bennett~ 1965) puis inséré · à côté du J 
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(Tonegawa et al, 1976). Troisièmement, le modèle de délétion par boucle dans 

lequel le V vient s' accoller au J par les séquences de reconnaissance formant 

une boucle . avec la séquence intervenante. Ce segment d' ADN serait ensuite 

excisé puis dilué au cours des multiplications cellulaires subséquentes. Ce 

mécanisme est appuyé par des hybridations d' ADN total d'embryon et de 

myélômes (Sakano et al, 1979) et par la délétion complète du groupe de gènes 

VKZl causée par le réarrangement d'un des gènes du groupe VKr9 situé plus 

distal du C K .(Heinrich et al, 1984). Quatrièmement, le modèle de réarrangement 

par inversion où le V et le C seraient dans une direction transcriptionnelle 

opposée et où le réarrangement se ferait par inversion de la séquence 

intervenante. Des évidences de l'emploi de ce mécanisme ont été rapportées 

dans ~e cas du réarrangement du gène B du récepteur de cellule T ( M alissen et 

al, 1986). De plus le groupe de Lewis (Lewis et al, 1983 et 1985) a décrit une 

expérience qui prouve l'inversion des séquences se retrouvant entre le V et le 

C. Finalement, le mécanisme où la recombinaison se fait par échange inégal 

entre chromatides soeurs. Le . groupe de Van Ness (Van Ness et al, 1979) explique 

pourquoi la séquence intervenante n'est pas délétée mais souvent retrouvée dans 

un nouveau contexte . Ce mécanisme implique une recombinaison mitotique par 

échange entre les chromatides soeurs. Une de ces chromatides se retrouve avec 

le locus K réarrangé tandis que l'autre porte la réciproque de recombinaison. 

Les deux chromatides sont ensuite ségréguées dans les deux cellules filles. Ce 

mécanisme est appuyé par Hochtl et Zachau (1983), qui ont clôné et séquencé 

une réciproque de recombinaison. 
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83. Association combinatoire 

Comme il est démontré précédemment, la diversité des anticorps est accrue 

par le nombre des différents segments et le réarrangement de ceux-ci. 

Cependant un mécanisme additionnel, non-génétique, de génération de la 

diversité est celui de l'association combinatoire d'une chaîne lourde avec une 

chaîne légère. Sachant que le génôme contient 2 V?\., 3 Ji\, 300 V K et 4 JK 

fonctionnels, le réarrangement de ces segments peut générer 1206 V L (2x3 + 

300x4) (Tonegawa, 1983) ou un peu moins sachant que les V K ne réarrangent. pas 

tout à fait au hasard mais dé montrent plutôt une préférence pour JK 1 et J K 2 
(Nishi et al, 1985). De même pour la chaîne lourde: 200 V H x 12 OH x 4 JH 

peuvent former 9600 V H (Crews et al; 1981). Au niveau protéine , n'importe 

quelle chaîne L peut s'associer avec n'importe quelle chaîne H, donc 

l'association combinatoire amplifie la diversité des anticorps: 1206 VL x 9600 

V H = lxl0 7 molécules d'anticorps différentes . Ce qui est le minimum requis pour 

assurer la défense contre les innombrables antigènes. L'organisme doit donc 

accroître la diversité par un moyen supplémentaire tel les mutations somatiques. 

B4. Les mutations somatiques 

Lederberg (1959) fut le premier à proposer un modèle basé sur un haut taux 

constant de mutations dans toutes les cellules productrices d'anticorps dans le 

but d'augmenter la diversité. Pu is Brenner et Milstein (1966) renforcissent 

l'hypothèse en proposant un mécanisme enzymatique qui couperait 11 ADN autour 

de la région constante et introduirait des erreurs ou des mutations lors de la 

réparati on . Cependant, l'existence des mutations somatiques a été confirmée par 

la séquence du gène Vfl. 1 du myélôme H2020 qui démontre trois substitutions par 
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rapport à la séquence germinale (Bernard et al, 1978). Par la suite plusieurs 

autres exemples de séquences réarrangées comparées à leur contreparties 

germinales démontrent plusieurs mutations. Parmi eux, les myélômes Tl et T2 

(Pech et al, 1981) ont chacun 6 mutations, les myélômes M OPC 511 et M OPC 

167 ont 4 et 2 mutations respectivement par rapport à la séquence ger minale 

v167 (Gershenfeld et al, 1981). De même chez la chaîne lourde, plusieurs 

variants T15 découlant tous du gène V Hl diffèrent entre eux que par 1 à 8 

acides aminés et sont au moins à 16 résidus de différence du V H le plus 

apparenté, donc ces substitutions viennent de mutations somatiques (Crews et 

al, 1981). Par contre , la comparais'On de d'autres gènes réarran gées et 

non-réarrangées n'indique aucune mutation (Nishioka et Leder, 1980; Seidman et 

al, 1979; Max et al, 1980) 

Les mutations observées sont aussi fréquentes dans les CD R que dans les FR 

(Pech et al, 1981; Selsing et Storb, 1981; Heinrich et al, 1984). Il en est de 

même pour les mutations silencieuses et les mutations dans les introns, qui sont 

aussi fréquentes que les mutations effectives (Selsing et Storb, 1981). Ces 

observations réfutent l'hypothèse de Weigert et Riblet ( Weigert et Riblet, 1976) 

selon laquelle les mutations sont sujettes. à une sélection antigénique. 

Le taux de mutation pour les gènes d'immunoglobuline est de 0.1% (Mc Kean 

et al.1984) à 0.5% (Gearhart et Bogenhagen, 1983) par bp par génération tandis 
-9 que pour les autres gènes des lymphocytes, il est de moins de 10 ( W abl et al, 

1985). On observe autant de transitions que de transversions (Heinrich et al, 

1984) ·et les mutations s'étendent exclusivement sur 1 à 2 K b autour de la 

région VJ. Aucune mutation n'est retrouvée plus loin dans les séquences 

intervenantes ou dans le gène C K (Gearhart et Bogenhagen, 1983). Ces 
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informations suggèrent un mécanisme mutationnel localisé qui agirait 

préférentiellement sur les séquences codantes, présentant un réarrangement VJ 

(Pech et al, 1981). Etant donné que les gènes non-réarrangés n'ont jamais été 

mutés, il est plausible que le mécanisme de mutation agisse pendant ou après le 

réarrangement, c'est-à-dire pendant le développement de la cellule B, avant 

l'expression d'une immunoglobuline de surface (Ziegler et al, 1984). Ce 

mécanisme 11 error-prone 11 emploierait une polymérase indépendante de la matrice 

telle la déoxynucléotidyl transférase couplée aux enzymes de réparation de 

11 ADN (Gershenfeld et al, 1981; Selsing et Storb, 1981). Cependant Gearhart et 

Bogenhagen (1983) croient que la distribution et la haute fréquence de 

mutations est plus facilement explicable par un mécanisme de réparation 
11 error-prone" qui agit pendant plusieurs cycles de division cellulaire. Ils 

rejettent aussi l'hypothèse de la déoxynucléotidyl transférase qui préfère insérer 

des G C alors que les insertions ne sont pas majoritaires dans les mutations 

somatiques. 

B5. Expression des gènes d'immunoglobuline 

La première condition pour l'expression des gènes de la chaîne légère K est 

le réarrangement d'un VK avec le locus J·KcK. Même si le locus JKCK est 

expr1mé sous sa forme germinale K0
, presqu'autant que le locus réarrangé VJC, 

le résultat est un transcript nucléaire qui se dégrade deux fois pl us vite que le 

transcript VJC (Van Ness et al, 1981). Par contre, les VK non-réarrangés 

présentent un rythme de transcription négligeable, soit 16000 fois pl us petit que 

le locus VJC (Mather et Perry, 1981). Etant donné que les séquences du gène _ 

V K et sa région 51 flanquante ne sont pas modifiées au cours du ré arrange ment, 

ces observations suggèrent que le réarrange ment du V est accompagné d'une 
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altération de la structure de la chromatine ou que c'est la proximité du locus 

C K qui confère une compétence transcriptionnelle au gène V K. Effectivement, 

le locus C K germinal ou réarrangé maintient une sensibilité à la DN ase I 

distinctive et une structure hypométhylée caractéristique d'un niveau d'activité 

transcriptionnelle . Tandis que les gènes ·V K germinaux sont des régio ns de 

chromatine moins sensibles et plus méthylées et que suite à la jonction au locus 

CK, le gène VK devient sensible à la DNase I et hypométhylé (Mather et Perry, 

1983). 

Même quand les gènes V K ne sont pas réarrangés, leur promoteur peut être 

efficace dans un système in vitro (Bentl ey et al, 1983). Cette région promotrice 

se compose d'une TATA-box, dont la séque nce consensus est TATATAT située à 

environ 30 bp du "cap site" qui lui-mêm e est situé à 20 bp du codon d'initiation 

AT G. Deux autres séquences , encore mieux conservées que la TAT A-box, sont 

caractéristiques de la région promotrice des immunoglobulines. Ces séquences, 

un octamère ATTTGCAT , se localise approximati vement à 70 bp en amont du 

site d'initiation de la transcription (Parslow et al, 1984) et un 

pentadecanucléotide TGCACTGTGNCNAN, situé à environ 100 bp du site 

d'initiation de la transcription (Fal kner et Zachau, 1984). Ces séquences 

pourraient servir de site de reconnaissance pour un élément régulant 

l'expression des gènes d'immunoglobuline de manière tissu spécifique. Un tel 

élément, du type enha ncer, a été localisé ·dans l'intron JK-C K (Queen et 

Baltimore, 1983) ainsi que dans l'intron JH-Cµ de la chaîne lourde (Gillies et al, 

1983) mais semble absent chez la chaîne légère . Ce enhancer agit de manière 

tissu spécifique, indépendemment de son emplacement du côté 5' ou 3' du V et 

indépend em ment de son orientation et ce seulement en cis (Picard et Schaffner, 

1984). La figure suivante montre les séquences importantes pour l'expression: 
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11 11 codon ait• 
cap alte d'initiation d''pluage 

I \ 

dp oi: Il Il 
TATA-box 

9'quencH 
de ''arrangement 

I \ 
I \ 

-TGCACTGTGNCNAN-ATTTGC:AT----TATA~A~ -AÎ4~~~~ - AiBl!I-v L}ACAGTG-12 bp-ACAAAAN::t:. 

-100 -70 -30 -20 

séquences site 
de réarrangement d)pisaage, 

, ' , ' , ' ,,. 
=GGTTTTTGT-23bp-CAC:TGTGG' 'VŒ-

JK.5 enhancer 

figure 3. Séquences de réarrange ment et d'expression des gènes 

d'immunoglobuline où dp est pentadecanucléotide et oc est octamère. 

Une fois que tous ces éléments sont à l'oeuvre, il y a pr oduction d'un 

pré-mRNA d'immunoglobuline. Ce pré-mRNA, semblable aux autres, est constitué 

d'une région 5' non-traduite, du peptide signal qui est séparé du ·V par un intron 

de 100-200 bp (V an Ness et al, 1981), du J directement juxtaposé au V suivi d'un 

intron d'envir on 1400 bp puis du C K. Ce pré-m RN A se ter_mine par une séquence 

3' non-traduite et une queue de poly A. Les introns sont ensuite enlevés par 

épissage, ce qui forme des m RN A des 1250 bases pour la chaîne K, qui 

constituent jusqu'à 10% des mRNA des plasmocytes (Queen et Baltimore, 1983). 



C. A la base du projet 

C 1. Au sujet du myélôme MO P C-460 

Le myélfrme MOPC-460 a été conçu et étudié par le groupe de Potter. 

MOPC-460 a été induit dans une souris Balb/c par trois injections 

intrapéritonéales d'huile minérale et maintenue par une série de transplantations 

sous-cutanées ( Potter et Boyce, 1962). La protéine myélôme sécrétée par cette 

tumeur est une immunoglobuline de classe Ig A présentant la même structure que 

les autres anticorps (Jaffe et al, 1969 et 1971). Cette protéine démontre une 

affinité substantielle pour les nitrophenyls, surtout le 2,4-dinitrophenyl-L-lysine 

(DNP-Lys) et pour le 2-methyl, 1,4-nap.htaquinone thioglycollate (MenTG) 

(Rosenstein et al, 1972). Même si ces haptènes compétitionnent ensemble, il y a 

une séparation spatiale entre les groupes d'acides aminés qui font contact avec 

eux (Richards et al, 1975). 

Plusieurs protéines myélômes qui lient des antigènes sont structuralement et 

idiotypiquement simîlaires aux anticorps normaux de la même spécificité de 

liaison. Ainsi MOPC-460 est constituée de chaînes lourdes d'isotype vH 9 et de 

chaînes légères d'isotype V K l ( Potter, 1977). 

C 2. Au sujet de l'idiotype 460 

Un idiotype (Id) est un déterminant antigénique unique trouvé sur les 

anticorps d'une spécificité particulîère. L'habileté d'exprimer un idiotype 

particulier, durant les réponses à un · même antigène est transmise par l'hérédité. 

Le groupe de Dzierzak (Dzierzak et al, 1980) a démontré que l'expression de 
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l'Id-460 ne dépend pas seulement de la possession de certains gènes V H mais 

aussi de la présence de gènes V K. L'expression de l'Id-460 fait aussi la 

discrimination entre les gènes VK venant de souris AKR et ceux venant de 

souris C58, c'est-à-dire entre les souris qui expriment le marqueur EF2 et celles 

qui ne l'expriment pas. Ce marqueur définit un groupe de gènes VK, soit le 

groupe V K 1 ( Gibson et Mac Lean, 1979). Donc, l'expression de l'idiotype 460 est 

étroitement reliée à l'habileté de produire des chaînes légères VKl" La 

. découverte de l'implication des gènes V K dans l'Id-460 est renforcée par le fait 

que l'anticorps monoclonal G-1 n'inhibe pas les essais sur l'Id-460. Cet anticorps 

qui lie le DNP, porte la même chaîne lourde de MOPC-460 et a une chaîne 

légère ;\, (Dzierzak et al, 1980), ce qui démontre que l'Id-460 est porté par la 

chaîne légère K. 

L'Id-460 est un idiotype dominant; on le retrouve aussi ·sur des anticorps 

spécifiques à Pasteurella pneu motropica mais ne liant pas le DN P (Marion et al, 

1984). La dominance de cet idiotype, dûe à. l'utilisation plus fréquente des gènes 

V H460 et V K 1, dépend probable ment de la sélection par 11 antigène 

environn emental (Dzierzak et al, 1985). Une dominance clonotypique, chez les 

souris Balb/c nouveaux-nés, dans la réponse au DNP a été remarquée où un des 

idiotypes dominants utilise un gène V K 1 ayant une séquence homologue à celle 

de MOPC-460 (Riley et al, 1986). 

Les ch aines V K 1 sont pl us fréquemment utilisées que ce que propose les 

données statistiques (Dzierzak et al, 1985). On retrouve des chaînes V K 1 dans 

la réponse à plusieurs autres antigènes tels la flagelline (Smith et al, 1977), la 

p h o s p h r y l c h o l i n e ( C 1 a r k e e t a 1 , 1 9 8 4 ; T o o d e t a l , 1 98 4 ) , 1 e 

glutamoyl-alanyl-tyrosine (GAT) (Schiff et al, 1983; Fougereau et al, 1894) et 
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l'oxazolone (Berek et al, 1985). 

c 3. Au sujet des gènes V K 1 

Dans le but de faire une caractérisation précise des différences au niveau 

protéine et acide nucléique chez les chaînes légères et aussi afin de définir le 

nombre de chaî nes légères controlées par chaque gène V K, le groupe de Gibson 

emploie la technique de focalisation isoélectrique des chaînes légères. Ainsi, il 

a définit deux marqueurs EFl (Gibson et al, 1978) et EF2 (Gibson et MacLean, 

1979) dont les allèles sont caractérisés par la présence "a" ou l'absence 11 b11 de 

bandes précises. L'identité, dans les 30 premiers acides aminés, des chaînes K 

de trois myélômes cofocalisant avec le marqueur EF2, indique que ce marqueur 

correspond au groupe de chaînes légères VKl (Lazure et al, 1980). En 1981, ils 

établissent que le groupe V K 1 se divise en deux, soient V K 1 A pour les souris qui 

possèdent l'allèle EF2a et VKlB associé à l'allèle EF2b (Lazure et al, 1981). 

Plus tard, la séquence protéique de plusieurs chaînes légères de myélôme a 

apporté d'autres subdivisions au groupe VKl' soient VKlC et VKlD (Lazure et 

al, 1984). V K 1 A représente 2.9 % de toutes les chaînes légères de myélôm e de 

Balb/c analysées, soit le groupe le pl us représenté ( Gibson, 1984). 

Le patron de focalisation isoélectrique des chaînes légères du myélôme 

MOPC-460 est unique tel que démontré à la figure 4. Ces bandes principales 

focalisent à peu près 2 unités de charge du côté acide par rapport au marqueur 
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MOPC-460 

BALB/c c. C58 FLOPt-1î 
r------A--~--~ ~-~~_..,.___~--.."'\ Î 

-

figure 4. Gel de focalisation isoélectrique montrant le patron unique des bandes 

de M-460 par rapport à celles des anticorps anti-DN P isolés de Balb/c, porteur 

du marqueur EF2a (VKlA) et à celles de c.C58 porteur de l'allèle EF2b. 



La séquence d'acides aminés de la chaîne légère de M-460 diffère par une 

substitution Tyr-Phe, en position 86, par rapport à la séquence V K 1 A 

(TEPC-105). On a donc classifié M-460 dans le sous-groupe VKlD (Lazure et al, 

1981). Cependant, il est possible que le sous-groupe VKlD proposé par une 

substitution partagée par la chaîne légère de deux myélômes M 0 P C-460 et 

TEPC-821, puisse être codé par le gène VKlA et que cette substitution 

proviendrait d'une mutation somatique ( M oynet et al, 1985). 

Donc le clônage et la séquence du gène réarrangé de la chaîne légère du 

myélôme M 0 P C-460 pourra définitivement classer cette chaîne légère dans le 

bon sous-groupe. La séquence d'ADN, qui en plus de faire lever les cinq 

am bigt.iités laissées par la séquence protéique, pourra être corn parée avec la 

séquence germinale, ce qui apportera peut-être de plus amples informations sur 

r les mutations somatiques. 
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MATERIEL ET METHODES 
/ 

A. Prép aration de l' ADN · 

A 1. Extraction de l' ADN de myélô me, de rate ou de rein 

Cette technique, fournie par le Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine) 

consiste à placer l'organe fraîchement prélevé dans un homogénéisateur ( Weaton 

Scientific) froid contenant du tampon LST (20 mM Tris, 10 mM NaCl, 3 mM 

MgC1 2, pH=7.4). Après homogénéisation, on ajoute une solution contenant 4% de 

Nonidet NP-40. Après centrifugation, on resuspend le culot nucléaire dans du 

tampon ACE (50 mM NaAcetate, 10 mM EDTA pH=5.1) auquel on ajoute du SDS 

pour obtenir une solution finale de 1 %. Après une incubation d'environ une 

heure sur glace, on fait une extraction au phénol saturé avec ACE suivie d'une 

extraction au chloroforme/alcool isoamyl (24:1). Ensuite, on ajoute un volume 

égal d'éthanol absolu sur la phase aqueuse, sans mélanger. On attend quel' ADN 

précipite à l'interface puis on l'extrait en le faisant adhérer à une tige de 

verre. On sèche ensuite l' ADN au lyophilisateur et on le resuspend dans du TE 

(10 m M Tris, 1 m M EDTA, pH=7.5). 

A2. Extractions et précipitation à l'éthanol 

Pour débarasser une préparation d' ADN des débris cellulaires ou autres 

contaminants, on lui fait une ou plusieurs extractions au phénol. Le phénol doit 

être saturé avec le tampon de la solution d'ADN, souvent TE. L'extraction 

consiste à ajouter un volume égal à la solution à extraire de phénol saturé, à 

brasser et à centrifuger pour séparer les deux phases. Cette extraction peut 
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être suivie d'une extraction au chloroforme/alcool isoamylique (24:1) et d'une 

extraction à l'éther, si le besoin s'en fait sentir. Ces extractions se font de la 
I 

même façon que celles au phénol. L'extraction à l'éther doit être suivie d'une 

période d1év aporation à 65° C afin de faire disparaître toute trace d'éther. 

L 1 A0 N est ensuite précipité à l'éthanol. 

La précipitation de 11 ADN à l'éth anol se fait en ajoutant 1/25e volume de 

NH 4 Acetate 3 M ou 1/25e volume de Na Cl 5 M et 2.5 volume d'éthanol absolu à 

la solution d1 ADN. Après une incubation de 30 minutes à 3 heures à -20°c, on 

centrifuge à 7000 rpm pendant 20 minutes ou 12000 rpm pendant 15 minutes, 

selon le volume à précipiter. Le culot est ensuite lavé avec de l'éthanol 70% 

puis séché sous vide. L1 ADN est finalement resuspendu dans le volume désiré 

·d'eau stérile ou de TE. 

A3. Digestions avec enzymes de restriction 

Pour couper 11 ADN, on utilise des enzymes de restriction préparés 

commercialement (BR L, Boehringer, IBI). On coupe 2 à 3 µg d1 ADN avec 10 à ?O 

unités d'enzyme. La solution de digestion contient 1/lüe volume de lOX tampon, 

100 µg/ml d'albumine (BSA) et 20 rn M OTT. Les tampons utilisés sont décrits 

dans le tableau 1. 
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Table au I. Compositi on des tampons selon les enzymes de restriction employés 

lOX Tampon Tris pH=7.8 NaCl MgC1 2 Enzymes 

A 

B 

c 

D 

25 mM 50 mM 

25 mM 

25 mM . 100 mM 

25 mM 25 mM KCl 

B. Identification des fragments d' ADN 

Bl. Electrop horèse sur gel d'agarose 

10 mM 

10 mM 

10 mM 

10 mM 

BglII, HindlII~ PstI, 

PvuII, ·Sau3A 

HaeIII, MgC1 2 

BamHI, EcoRI, Mbol, 

TaqI, XbaI, Kpnl 

Smal, HpaI 

Afin de vis ualiser l' ADN après l' extraction ou à la suite d'une digestion 

enzy matiq ue , on fai t une électrophorèse sur gel d'agarose. La concentration 

d'ag arose dans les gels dépend de la gran deur des fragments à séparer: plus les 

fragm ents so nt petits , plus le gel est conce ntré. Cette concentr ation varie entre 

0.4% et 1. 5% . L'électrophorèse se f ait à l'horizontal dans des app areils BioRad 

et BRL. Le ta mp on d'électrophorèse contient 0.04 M Tris, 0.02 M NaAcetate, 

0.002 M EDTA , pH= 7.8. 

Les échantillons appliqués sur le gel conti enn ent environ 20% d' une solution 



de bleu de bromophénol (0.1 % bleu de bromophénol, 50% sucrose, 1.5% Ficoll, 10 

m M EDTA, 10 m M Tris, pH=7.8) et sont préalablement chauffés à 65°C pendant 

5 minutes. Le voltage de migration déperid de la grandeur du gel: un bébé-gel (5 

cm X 7.5 c m) migre à 50 V pendant 1 1/2 heure pour un total de 75 Volts-heure, 

un gel moyen (11 c m X 14 cm) migre 400 Volts-heure total et un grand gel (20 

cm X 25 cm ) né cessite de 600 à 700 volts-heure au total. Les marqueurs de 

poids molécu laires sont le t\ H3 donnant des fragments de 23 K b, 9.4 K b, 6.0 K b, 

4.3 K b, 2.5 K b, 1.98 K b, 0.58 K b , 0.125 K b et le ~X 174 HaeIII donnants des 

bandes à 1353 bp, 1078 bp, 872 bp, 603 bp,. 310 bp, 271-281 bp, 234 bp, 194 bp, 

118 bp et 72 bp. 

Qu and la migration est terminée, les fragments d' ADN sont révélés après 

col oration dans un e solution à envir on 1 µg/ml de bromure d'éthidium pend ant 15 

minutes et ex posit ion à la lumière UV ( i\ =254 nm). Une photo du gel est prise 

en exposa nt un film polaroid type 57 de 1 à 2 minutes. 

82. Electroélution 

Quand on ve ut isoler un fragm ent particulier, on le sépare des autres par 

électroph orèse sur gel d'agarose. On coupe la bande d'agarose qui contient le 

fragm ent désiré et on l'extrait par électroélution tel que décrit dans M aniatis p. 

164 ( M aniatis et al, 1982). Les sacs à di alyse utilisés dans cette t echnique sont 

préparés corn mer cialement (BR L). Après une électroélution d'environ 1 à 3 

heures à 100 Vol t s, ia solution contenant l' ADN est extraite au phénol puis à 

l'éther et ensu ite précipitée à l'éth anol. 
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83. Transfert d' ADN sur filtres 

La méthode de transfert d' ADN a d'abord été décrite par Southern (Southern, 

1975) et modifiée pour les membranes "gene screen plus". Elle commence par un 

trempage · du gel d'agarose dans de l'acide chlorhydrique à 0.25 N pendant 15 

minutes suivi immédiatement par un trempage dans une solution dénaturante (0.4 

N NaOH, 0.6 M NaCl) durant 30 minutes. Le gel est ensuite neutralisé dans une 

solution 1.5 M NaCl, 0.5 M Tris, pH=7.5 pendant 30 minutes. Le gel est ensuite 

déposé sur des filtres (Whatman 3M M). La membrane "gene screen plus" est 

placée directement sur le gel et sur la membrane on dispose des papiers 

Whatman 3M M secs et une bonne épaisse.ur de papier absorbants (10 cm). Un 

poids d'environ 200 ml d'eau couronne le tout. Le transfert de l' ADN se fait par 

buvardage d'une solution lOX SSC (1.5 M NaCl, 0.15 M NaCitrate) qui passe à 

travers du gel d'agarose, entraînant l' ADN et le faisant adhérer à la membrane 

"gene screen plus". Le transfert nécessite de 16 à 24 heures. Quand le transfert 

est complété, on immerge la membrane dans une solution de 0.4 N NaOH pendant 

45 secondes afin de dénaturer complètement l' ADN. On neutralise ensuite dans 

une solution 2X SSC, 0.2 M Tris, pH=7.5 pendant 15 minutes. Le filtre est 

ensuite séché à l'air ambiant ou sous vide à so0 c pendant 1 heure. Cette 

technique est proposée par New England Nuclear (Dupont). 
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B4. Hybridation 

La membrane "gene screen plus" transportant les fragments d' ADN doit 

d'abord être pré hybridée. Pour ce faire, on place la membrane dans un sac de 

plastique (K apak Corporation), on y ajoute de 10 à 20 ml de solution de 

préhybrid atiün (1% SOS, (BDH), 1 M NaCl, 10% Sulfate de dextran, (Pharmacia). 

Le sac, hermétiquement fermé, est incubé de 4 à 6 heures à 65°C avec une 

agitation constante . 

Pendant cette période d'incubation, on peut procéder au marquage de la 

sonde par "nick translation" (Rigby et al, 1977). Or,i marque 0.5 µg d' ADN dans 

une solution contenant 1 mM dGTP, 1 mM dTTP, 50 µCi 32 P-dATP, 50 µCi 
32 e P-dCTP, 1/10 volume de tampon lOX DNA polymerase I (500 m M. Na Cl, 100 

mM MgC12, 10 mM OTT, 200 mM Tris, pH=7.5) et 7.5 unités de DNA polymerase 

Ide E. coli (Kornberg enz). La réaction s'effectue pendant 40 minutes à la 

température de la pièce. Après arrêt de la réaction avec 10 m M final de EDT A, 

on ajoute 20 µg de t RN A et on sépare la sonde marquée des nucléotides libres 

sur colonne Sephadex G-75 éluée avec du tampon 10 m M Tris, pH=7.6, 10 m M 

EDTA. Finalement on compte une fraction (environ 0.02%) de la sonde obtenue à 

l'aide d'un compteur à radioactivité (Beckm ann). 

Pour l'hybridation, on ajoute lxl06. cpm de sonde par ml. de solution de 

pré-hybridation et environ 100 ng/ml d' ADN de sperme de saumon dénaturé par 

ultrasons. La sonde est dénaturée à 100° C pendant 10 minutes puis refroidie 

rapidement sur gl ac e et transférée dans le sac de plastique. L'hybridation se 

fait à 65° C avec agitation constante, pendant la nuit. 
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Le lendemain, on retire la membrane 11 gene screen plus 11 de la solution 

d'hybridation et on lui fait subir plusieurs lavages consécutifs: les deux premiers 

lavages sont de 5 minutes dans du 2X SSC (0.3 M NaCl, 0.03 M NaCitrate) avec 

agitation constante et à la température de la pièce. Ces lavages sont suivis d'un 

autre de 30 minutes dans une solution de 2X SSC, 1% SOS, à 65°c suivi de 30 

minutes dans une solution de O.lX SSC, 0.5% SOS à 65°c. On termine par un ou 

deux lavages, selon le besoin, de 30 minutes dans une solution de O.lX ·ssc à la 

températ ure de la pièce. On laisse ensuite sécher légèrement la membrane sur 

un papier filtre Whatman 3M M puis on l'enveloppe dans un papier "Saran Wrap 11 

pour l'exposer à un film Kodak X A R-5 à -70°c pendant une nuit ou pl'us 

longtemps. 

C. Construction de la bibliothèque dans le phage r.. L47.1 

Cl. Préparation des bras de phage j\ L47.1 

Le vecteur f\ L47.1 fut d'abord constru.it et décrit par Loenen et Brammar, 

1980. ;\. L47 .. 1 a une longueur totale de 40.6 K b. En le coupant avec l'enzyme 

Barn H 1, on obtient deux bras de 23.6 K b et 10.4 K b .et un fragment central de 

6.6 Kb que l'on coupe avec Xhol pour l'empêcher de se religuer avec les bras. 

C2. Préparation de 11 ADN génômique 

L'AON du myélôme MOPC-460 a été digéré avec BamHl puis fractior:rné par 

gel préparatif et électroélution afin d'obtenir les fractions suivantes: 1- de 21 à 

11.5 Kb; 2- de 11.5 à 9.0 Kb; 3- de 9.0 à 7.4 Kb; et 4- de 7.4 à 5 Kb. Ces 

fractions sont mises sur gel puis transf érées sur 11 gene screen pl us 11 et hybridées 
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avec la sonde JK. Parallèlement, une digestion BamHl est aussi transférée et 
. . 

hybridée avec la sonde 1.1. La figure suivante présente les sondes utilisées. 

HIND Ill HINO Ill 

BALB/c embryon S.ldman et Leder,1971 

HINO Ill HINOlll 

T105 Moyoet et al,1985 

1 ' 1 

HINO Ill Bgl Il 
T105 ~Il Moynet et al, 1915 

ngure 5. Source des fragments d' ADN qui ont servi de sonde marquée au 32 P 

pour la détection du gène réarrangé de la chaîne légère de MOPC-460. 

Le but de l'utilisation de ces trois sondes est l'identification du gène 

réarrangé de la chaîne légère K du myélôme M OP.C-460. En obtenant une bande 

commune au deux sondes, c'est-à-dire ayant le même poids moléculaire, on est 

presque certain cette bande correspond à la· chaîne légère K réarrangée. 

C 3. L ig ations 

Différents rapports de molarité de l'insert et des bras ont été essayés pour 

la ligation. Ces rapports sont 4 bras:l insert; 2:1; 1:1 et 0.5:1. La ligation se 
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faisait dans un tampon 70 mM Tris, 7 mM MgC12, 10 mM DTT, 1 mM ATP avec 

1 unité Weiss de T4 DNA ligase (Biolabs) pour 2 µg d'ADN total à liguer. La 

réaction s'effectue dans un volume ne dépassant pas 15 µ1 à 10°c toute la nuit. 

Un µl est prélevé avant de partir la réaction, c'est-à-dire juste .avant d'ajouter 

l'enzyme puis un autre µl est prélevé à la fin de la réaction et ce pour fin 

d'analyse sur gel d'agarose à 0.4%. 

C4. Préparation des extraits pour encapsidation in vitro 

La méthode de préparation des extraits pour encapsidation in vitro qui a été 

utilisée est celle décrite par Enquist et Sternberg, 1979 avec certaines 

modifications. 

L'extrait FTL (freeze thaw lysis) est fournit par la bactérie E. coli 131. Le 

phénotype 11lysogène 11 de la bactérie est d'abord vérifié en striant cette bactérie 

sur deux pétris L-Broth que l'on . incube à 30° C et à 42° C. Le prophage étant 

inductible à des températures excédant 37°c, le pétri incubé à 42°c doit rester 

vide. On se sert ensuite d'une colonie isolée provenant du pétri à 30°c pour 

partir une pré-culture de 10 ml de L-Mg (L-Broth + ·5 mM MgS0 4>. Cette 

pré-culture sert ensuite d'inoculum pour 600 ml de culture qui serviront pour 

faire l'extrait. Quand la culture a atteint une D.o.600 =0.13, la souche est 

induite en incubant les 600 ml de culture dans un bain à 65°c jusqu'à ce que la 

température atteigne 45° C. Puis on laisse l'induction se produire à 45° C 

pendant 20 minutes sans agitation. On incube ensuite la culture à 38-39° C 

pendant 3 heures, avec une forte agitation. Après refroidissement et 

centrifugation, on resuspend le culot bactérien dans 2 ml de D PC (10 % sucrase, 

500 m M. Tris, pH=7.5) froid. Sur glace, on ajoute 160 µg/ml de lysosyme puis on 
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congèle les tubes dans l'azote liquide. On dégèle ensuite les extraits sur glace 

et on ajoute 75 µl/ml d'extrait, de tampon Ml (0.2% 13-mercaptoéthanol, 6 mM 

Tris, pH=7.5, 30 mM spermidine, 60 mM putrescine, 18 mM MgCl2, 15 mM ATP 

pH=8.0). On se débarrasse des débris bactériens par centrifugation. On ainmène 

le surnageant à 20% glycérol, on aliquote et on conserve dans· l'azote liquide. 

L'extrait SE (sonicated ex tract) est fourni par la bactérie E. coli 154. Le 

début de la préparation se fait de la même façon que pour l'extrait FTL 

jusqu'au moment de la resuspension du culot bactérien. Celui-ci est resuspendu 

dans 1 ml de tampon A (3 mM MgCl2, 0.05% 13-mercaptoéthanol, 1 mM EDTA, 20 

m M Tris, pH=8.0). La suspension est transférée dans un tube C 0 RE X de 15 ml 

qui est maintenu dans un bécher contenant de la glace-NaCl. La sonication est 

effectuée par un sonicateur LAB 9405MSE à amplitude 3, 6 fois 20 secondes 

avec 10 à 15 secondes de repos entre chaque sonication. On se débarasse des 

débris bactériens par centrifugation, on amène le surnageant à 20% glycérol, on 

aliquote et on conserve dans l'azote liquide. 

Les extraits sont ensuite testés en effectuant l'encapsidation in vitro de 0.'2 

µg d'ADN du phage i\ de type sauvage. Les meilleurs résultats ont été obtenus 

en utilisant 6 µl d'extrait SE et 2 fois 20 µl d'extrait FTL. 

CS. Encapsidation in vitro 

Les quantités optimales d'extraits SE et FTL à utiliser pour l'encapsidation 

ont été préalablement déterminées. Une encapsidation a été faite avec . les 

quatre rapports de molarité essayés pour la ligation (voir C 3) de la fraction 2 

de la digestion BamHl de MOPC-460 avec les bras de i\L4.7.1. Pour faire ces 
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encapsidations, il faut mélanger dans l'ordre: 7 µl de tampon A (voir C4), 2 µl 

de tampon M 1 (voir C4), 0.4 µg d' A ON ligué, 6 µl de SE et 20 µl de FTL. Une 

incubation de une heure à la température de la pièce avec agitation légère est 

suivie par l'ajout d'un autre 20 µl d'extrait FTL et d'une autre heure 

d'incubation dans les mêmes conditions. On ajoute ensuite 1 ml de tampon SM 

(100 m·M NaCl, 8 mM MgS0 4, 0.01% gélatine, 50 mM Tris,pH.=7.5),on titre et . 

a' 4° c. on conserve 

C 6. Titration 

Les bactéries utilisées pour l'étalement des phages sont les N M 538. 

Celles-ci sont permissives, c'est-à-dire qu'elles ne font pas la distinction entre 

les phages non-recombinants et les phages recombinants. Contrairement aux 

bactéries N M 539 qui, étant restrictives, permettent la croissance des phages 

recombinants seulement, à cause du phénotype sp( exprimé par les phages 

recombinants. 

Les bactéries N M 538 sont donc mises en culture dans le milieu T-Broth 

contenant 5 mM MgS0 4 et 0.1% de maltose. Lorsqu'on obtient une D.o.600 =2.4, 

on centrifuge puis resuspend le culot dans du M gSO 4 à 10 m M de façon à avoir 

une o.o.600 =2.0. 

Pour l'étalement, on fait une pré-adsorption en incubant les phages avec les 

bactéries pendant 20 minutes à 37°c, puis on étale sur des pétris L-Mg (5 mM 

MgS0 4) avec du T-soft (0.6% agar). Les recettes des milieux Let T sont 

décrites dans M aniatis p.440 ( M aniatis et al, 1982). 



Cl. Amplification de la bibliothèque 

.Pour amplifier suffisamment la bibliothèque, les quatres tubes d1encapsidation 

ont été mélangés. Ces phages ont ensuite été étalés avec les bactéries N M 538 

sur 5 grandes boîtes de pétris (22 x 22 cm) de façon à obtenir une lyse presque 

complète. De 50 à 60 ml de tampon SM (voir C5) sont déversés sur les boîtes de 

pétri et incubés à 4°c pour la nuit afin d'en extraire les phages. Le lendemain, 

on lave les boîtes de pétri avec 15 ml de tampon SM, on ajoute jusqu'à 4% de 

chloroforme à la solution, on· centrifuge, on filtre et on titre. De la solution, 

50 ml sont gardés tel quels à 4°c et du reste, 200 ml, on précipite les phages 

au polyéthylène glycol ( P E G, Fisher). Pour ce faire, on amène la solution à 1 M 

NaCl, 10% p/v PEG en dissolvant à la température de la .pièce. Après une 

incubation de deux heures sur glace, on centrifuge à 8000 rpm pendant 10 

minutes. Le culot est resuspendu dans 3.0 ml de tampon SM et extrait deux fois 

au chloroforme. Les phages sont ensuite concentrés à l'aide d'un gradient 

discontinu de chlorure de césium (BDH). Les solutions de chlorure de césium sont 

faites dans du tampon SM contenant 20 mM MgS0 4• Les densités du sel et les 

temps de centrifugation employés sont ceux décrits dans Maniatis p.80 (Maniatis 

et al, 1982). 

D. Criblage de la bibliothèque 

Dl. Criblage 

La méthode de criblage, faite par hybridation in situ, a été décrite par 

Benton et Davis, 1977. Les quatre premiers criblages ont été faits en étalant les 

phages avec N M 538. Chaque criblage comptait environ 100000 ~lages étalées 

30 



sur trois gr andes boîtes. Le transfert des phages se faisait sur nitrocellulose, 

l'hybrid at1on ét ait faite telle que décri t e en section B4 avec la sonde JK (voir 

figure 4). Pour chaque criblage il y av ait un contrôle positif soit T-105, phage 

1059 contenant le gène réarrangé du myélôm-e TEP C-105, préalablement isolé 

dans ce laboratoire et un contrôle nég atif soit A L47.1 sans insert. 

Le titre de la bibliothèque sur N M 539 a révélé que seulement 1 phage sur 

10 ét ait recom bin an t. Après criblage de 900000 phages, sur N M 539, deux clônes 

ont ét é obtenus: clô.ne B et clône B'. 

D2. Purific ation des clônes 

Pour purifi er les clônes, il faut re piquer la plage positive, la mettre dans 1 

ml de t amp on SM avec 50 µl de chloroforme, laisser les phages diffuser à 37°C 

pendant 1 heure puis étaler. Après av oir fait une hybridation in situ, on repique 

encore un e pla ge positive. Plusieurs pass ages de la sorte doivent être effectués 

jusqu'à ce que Tes plages soient homogènes, c'est-à-dire toutes positives. Le 

clône B' étant un fa ux positif; il a été abandonné dès le deuxième passage. Au 

dernier passage, le clône LL C a été hybri dé avec la sonde 0.88 ainsi qu'avec JK 

afin de démo ntrer que le gène isolé était bien réarrangé. 

D3. Extrac ti on d' ADN de phages 

Pour avoir asse z d' ADN, il faut f aire l'extraction à partir d'au moins 1010 

pfu. Un e pl age donn ant environ 104 pfu , il a donc fallu amplifier les phages. 

Pour ce fa ire , on étale sur deux petits pétris de façon à obtenir une lyse 

complète . On extr ai t les phages av ec 5 ml de tampon SM par pé tri. Le titre 
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obtenu est de 5.2xl0 7 pfu/ml. Ensuite on fait une amplification en milieu liquide 

telle que dé crite par Maniatis p. 77 (M an iatis et al, 1982). Après amplification 

dans un litre on précipite les phages au PE G (voir C 7) puis on fait un gradient 

discontinu de .chlorure_ de césium qui donne un stock de clône pur qui titre à 

5x 1012 pf u/m l. 

Pour extraire l' ADN, on suit la méthode décrite dans Davis et al (1980). Pour 

ce faire on prend 5xl0 12 phages dans le chlorure de césium et on le dialyse 

contre une solution 50% formamide et 50% 0.02 M EDTA, 0.2 M Tris, pH=7.5 à 

la température de la pièce pendant toute la nuit. On dialyse ensuite pendant 24 

heures, en changeant le tampon 0.1 M NaCl, 0.01 M EDTA, 0.05 M Tris, pH=7.5 

,4 fois. Ensuite on récolte, on lave le sac à dialyse avec de l'eau, on fait deux 

extractions au phénol puis une au chloroforme, on précipite à l'éthanol et on 

resuspend l' ADN dans l'eau stérile. 

E. Sous-clônage dans le plasmide pBR-322 

El. Transformations 

L'ADN ayant été extrait du clône LLC, il a été digéré avec BamHl pour 

sortir l'insert. pBR-322 (BRL) a aussi été digéré avec BamHl puis traité à la 

phosphatase alcaline CIA P, voir section Gl. La ligation a été faite dans des 

conditions telles que décrites dans la section C3 où un rapport de molarité 3 

inserts:l vecteur a été employé. 

Des bactéries HB 101 rendues compétentes au CaC1 2, ont été tr ansformées 

avec 20 à 40 ng de plasmide ligué, selon M aniatis p.250 ( M aniatis et al, 1982).. 
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Les colonies obtenues ont été ensemencées sur pétri contenant 50 µg/ml 

d1 ampiciline et sur pétri contenant 100 µg/ml de tétracycline. Les colonies . 

Positives sur ampiciline seulement ont servi à ensemencer 2 ml de L-Broth et ce 

dans le but d'en faire des mini-préparations d1 A ON de plasmides. Le protocole 

de mini-préparation qui est décrit par M aniatis p. · 368 ( M aniatis et al, 1982) est 

tout à fait semblable à celui qui a été adopté pour les grandes quantités. Il est 

décrit dans la section suivante. 

E2. Préparation de plasmides 

Plusieurs méthodes. d'extraction de plasmides. à grande échelle ont été 

essayées. Les premières ne donnaient pas un rendement suffisant ou bien les 

plasmides ne se digéraient pas bien avec certains enzymes. Parmi les méthodes 

essayées, il y en a une où la lyse des cellules se fait par du lysozyme suivi 

d'une incubation avec du Triton X-100 et après plusieurs extractions au phénol 

et/ou chloroforme, 11 ADN devait être purifié sur un gradient de chlorure de 

césium. Cette méthode est fastidieuse et donne un faible rendement. Deux· 

autres méthodes dans lesquelles la lyse des cellules se faisait en milieu alcalin 

ont été essayées. Ces méthodes sont assez rapides et donnent un rendement 

satisfaisant, mais les plasmides obtenus sont très difficiles à digérer avec 

certains enzy mes. La dernière méthode essayée et que l'on emploie toujours, 

commence par une amplification des plasmides à l'aide de la spectinomycine. Le 

reste du protocole nous a été proposé par Promega Biotec. Il consiste en la lyse 

des bactéries avec une solution 0.2 N NaOH, 1% SOS. Après neutralisation du 

milieu avec une solution 3 M K Acetate, 2 M acide acétique, on se débarasse des 

débris bactériens par centrifugation et on précipite 11 ADN du surnageant avec 

0.6 volume d1isopropanol. Après centrifugation on resuspend 11 ADN dans du TE 
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et on lui fait subir plusieurs étapes de purification. Premièrement, on ajoute de 

l'acétate d'ammonium à la solution d1 ADN de façon à atteindre 2.5 M. Après 

centrifugation, on pré~ipite 11 A ON du surnageant à l'éthanol. On resuspend 

ensuite le ·culot dans du TE et on lui fait subir une RNase (Sigma), 10 µg/ml, 15 

mi'nutes à 37°c. On ammène ensuite la solution à 1.5 M NaCl et 7.5% PEG et on 

incube sur glace pendant 30 minutes. Après centrifugation on resuspend 11 ADN 

dans du TE et on fait une extraction au chloroforme suivie d'une extraction au 

phénol/chloroforme 1:1. On précipite ensuite 11 ADN à l'éthanol. Après avoir 

resuspendu le culot dans de l'eau stérile, on refait une extraction au phénol 

seulement puis on précipite 11 ADN à l'éthanol. Finalement 11 ADN est resuspendu 

dans 1 ml d'eau stérile et congelé à -20° C. 

F. Séquences 

La technique de séquence découle du principe de Sanger (Sanger et al" 1977) 

utilisant les didéoxynucléotides comme terminateurs de synthèse. Ajoutant à ce 

principe le clônage dans M 13, on obtient la technique complète de séquence. 

Des trousses de séquences sont vendus commercialement (P.L., Biochemical, 

Pharmacia). 

Fl. Clônage dans le phage 'M 13 

Il faut d1 abord choisir le vecteur M 13 qui contient le 11 polylïnker11 contenant 

les sites de restriction permettant l'incorporation de fragments d' A 0 N dans le 

sens de synthèse désiré. Un choix grandissant de vecteurs 11 mp 11 offre les sites 

courants. Une fois ce vecteur choisi, on coupe l' ADN avec le ou les enzymes 

impliqués selon les conditions décrites en A3 . On peut ensuite traiter ce vecteur 
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à la phosphatase alcaline (CIA P, (Boehringer) afin de déphosphoryler les sites et 

ainsi empêcher le vecteur de se religuer sur lui-même. 

Pour faire un traitement à la phosphatase alcaline, il faut préparer la 

quantité voulue d'enzyme, soit 2 unités par µg d' A ON en le centrifugeant et le 

resuspendant dans l'eau stérile à 1 u/µl. A la solution d' ADN digéré, on ajoute 

1/lüe vol urne de 10 X tampon CIA P (0.5 M Tris, pH =9, 10 m M Mg c1 2, 1 m M 

Zn c1 2, 10 m M spermidine ) et 1 u/µg de CIA P. Après une incubation à 37° C de 

30 minutes, on rajoute la même quantité de CIA P et on poursuit l'incubation 

pendant encore 30 minutes. On fait ensuite une extraction au phénol et une à 

l'éther puis on précipite à l'éthanol (voir A2). On resuspend 11 ADN dans du TE 

de façon à obtenir 10 ng/µl. 

Le vecteur est ainsi prêt à recevoir le ou les fragments déjà digérés et prêts 

à liguer. La ligation se fait dans les mêmes conditions que celles décrites en 

section C3 sauf pour la ligation des bouts francs où l'on met seulement 0.1 M 

d' ATP final dans la solution. Pour les bouts cohésifs, on ligue 10 ng de vecteur 

avec de 2 à 5 ng d' A ON • . Pour les bouts francs, on ligue 25 ng de vecteur avec 

50 ng d' ADN . Pour le contrôle de ligation, on utilise le vecteur coupé avec un 

seul enzyme et non-traité à la phosphatase qu'on essaie de religuer sur 

lui-même. 

Quand le ou les fragments sont insérés dans le vecteur, on . utilise ce dernier 

pour transformer des bactéries JM 101. Les cellules JM 101 sont mises en 

culture dans un milieu YT (0.8% tryptone, 0.5% d'extrait de levure, 0.5% NaCl) 

jusqu'à l'obtention d'une D.o.660 =0.3-0.4. Pour rendre les cellu.les com pétentes, 

on les refroidit d'abord sur glace puis on les centrifuge. On resuspend le culot 
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bactérien dans 1/2 volume initial de 50 m M CaC1 2 froid et on incube sur .glace 

20 minutes. Après centrifugation on resuspend les bactéries dans 1/20 volume 

initial de 50 m M Cac1 2 froid et on conserve sur glace. La transformation se 

fait en mettant 0.3 ml de cellules compétentes en présence de 2 à 6 ng d' ADN 

ligué. On incube 40 minutes sur glace, suivi de 2 minutes à 42° C. On ajoute 

ensuite 10 µl de 10 m M thiogalactopyranoside 15 (IP TG) et 50 µl de 2 % 

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-cong-galactoside (X GAL) et 0.2 ml de JM 101 

fraîches puis on étal.e sur milieu YT avec 1.5% agar. Comme contrôle de 

transformation on utilise du vecteur M 13 non-digéré et on lui fait subir les 

mêmes manipulations . Le vecteur M 13 ayant l'opéron Lac, il doit donner des 

plages bleues dans les con ditions décrites précédemment sauf si un fragment 

d'ADN est incorporé, alors les gènes Lac sont dissociés et deviennent inactifs; 

ce qui donne des pl ages blanches. 

F2. Préparation du simple brin 

Avant d'extraire le simple brin, il faut amplifier les phages des plages 

blanches qui no us intéressent. Pour ce faire, on prélève les plages blanches à 

l'aide de cure-dents, on les met dans 2 ml .de milieu 2X YT avec 20 µl de JM 

101 fraî ches et on laisse croître de 6 à 8 heures à 37° C avec agitation 

constante. Après la croissance, on transfert la culture dans un tube eppendorf 

et on centrifuge. On précipite les phages provenant de 0.8 ml du surnageant 

avec 0. 2 ml d'une solution 20% PEG, 2.5 M NaCl en incubant 15 minutes à la 

température de la pièce. Le reste du surnageant est conservé à -20°C. Après 

centrifugat ion, on jette le surnageant et on essuie les parois du tube avec un 

écouvillon. Le culot de phages est resuspendu dans 100 µl de TES (10 m M Na Cl, 

0.1 mM EDTA, 20 mM Tris, pH=7.5). On purifie l'ADN en faisant une extraction 
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avec 50 µl de phénol et on · précipite à l'éthanol. Le culot d' ADN est resuspendu 

dans 50 µl de TES. On v~rifie l'incorporation d'un fragment en passant 4 µl 

d' ADN simple brin obtenu sur gel d'agarose à 0.8% et en le comparant à 11 ADN 

d'une plage bleue (sans insert). 

F3. Réaction de synthèse 

L'ADN simple brin des clônes choisis d'après le gel d'agarose servira de 

matrice pour la synthèse en présence de didéoxy. La première étape consiste à 

faire l'hybridation entre l'amorce et la matrice. Pour ce faire, on met 7 µl 

d' ADN simple brin avec 2 µl d'amorce (13 bp ssDN A, (Pharmacia), 1.5 µl de 

tampon de séquence lOX (50 m M MgC12, 100 m M Tris, pH=8.0) et 3 µl d'eau 

stérile. ,On incube à 75°c pendant 5 minutes puis on laisse à la température de 

la pièce de 45 à 60 minutes. Après l'incubation, on ajoute 1 µl de 0.1 M OTT et 

0.75 unité de fragment Klenow de la polymérase (Amersham) à l'ADN hybridé. 

Pour la synthèse, on prend 3 µl de cette solution et on le met dans un tube A 

qui contient déjà 2 µl de MIX A (300 µM ddATP, 33 µM dCTP, 33 µM dGTP, 33 

µM dTTP, 50 mM NaCl, 10 mM MgC12, 1 mM OTT, 10 mM Tris, pH=7.5) et 1 µl 

de 35 s-d AT P. Pour les réactions C, G et T c'est la même chose sauf que le 2 µl 

de MIXA est remplacé par 2 µl de MIX C (66 µM ddCTP, 1.66 µM dCTP, 33 µM 

dGTP, 33 µM dTTP et ·mêmes sels que pour MIX A), 2 µl de MIX G (66 µM 

ddGTP, 1.66 µM dGTP, 33 µM dCTP, 33 µM dTTP et mêmes sels que pour MIX 

A), et par 2 µl de MIX T (117 µM ddTTP, 1.66 µM dTTP, 33 µM dCTP, 33 µM 

dGTP et mêmes sels que pour MIX A) respectivement . On laisse réagir 20 

minutes à la température de la pièce pu_is on ajoute 1 µl de la solution 11 chase 11 

(2 mM dATP, 2 mM dCTP, 2 mM dGTP, 2 mM dTTP, 10 mM Tris, pH=7.5} à 

chaque tube A, C, G et T et on laisse réagir pour encore 15 minutes à la 
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températ ure de la pièce. A la fin de la réaction, on ajoute à chaque tube 6 µl 

d'une soluti on 0.1% xylène cyanol Fl, 0.1% bleu de bromophénol, 10 mM EDTA, 

pH=7.5, 95 % de form amide déionisée, on met dans l'eau bouillante pendant 2 

minutes. On conserve les réactions à -20° C. 

F4. Gel de séquence 

Les gels de séquences sont des gels de 6% d'acrylamide avec ou sans 

gradient de sel. Ces gels sont de dimension 45 cm x 32.5 cm x 0.35 mm 

d'épaisseur et sont montés sur un appareil Fotodyne. De 2 à 3 µl de réactions A, 

C, G et T sont déposés dans les puits. La migration s'effectue à 3000 V, 42 mA 

et 80 W dans un tampon TBE (2 mM EDTA, 0.1 M Tris-borate,'pH=8.3) pendant 2 

à 2 1/2 h.e ures pour les gels avec des gradients et pendant 3 à 5 heures pour les 

gels sans gradient. Quand la migration est terminée, le gel est dé moulé puis fixé 

dans une sol ution d'acide acétique à 10 % et de méthanol à 10 % pendant 30 

minutes. Par la suite le gel est séché sur un séchoir à photo à 175°F pendant 

1 1/2 he ure. Le gel est ensuite exposé pour autoradiographie pendant 1 ou 

plusieurs jours . 

F5. Lect ure et compilation des donn ées 

L' autoro dio gram me est lu de bas en haut, donnant ainsi la séquence directe. 

Les séquences sont analysées par ordin ateur utilisant les programmes 11 M13 11 et 

11 RSITE 11 du Dr Gibson. ns perm ettent de faire des comparaisons, . des 

alignem ents , la Yec herche de sites de restriction ainsi que la traduction des 

séquen ces don nées . 
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RESULTATS 

A. Identification du fragment contenant le gène réarrangé 

En partant de la séquence de protéine de la chaîne légère de M 0 P C-460 

(Lazure et al, 1981) qui suggérait que le V est réarrangé au JK 5, et en · se 

basant sur le clônage du gène réarrangé codant pour une chaîne légère du même 

sous-groupe que MOPC-460 (Moynet et al, 1985), la grandeur du fragment 

portant le gène réarrangé de la chaîne légère de MOPC-460 avait été déduite 

pour se situer autour de 10 K b. Pour s'assurer de la véracité de cette valeur, 

une analyse des fragments par hybridation a été effectuée. D'abord 11 ADN du 

myélôme MOPC-460 est digéré avec BamHl et les fragments séparés en quatre 

fractions. par électroélution. Les fractions suivantes ont été obtenues: fraction 1 

de 21 à 11.5 K b, fraction 2 de 11.5 à 9.0 K b, fraction 3 de 9.0 à 7.4 K b et la 

fraction 4 de 7 .4 à 5.0 K b. Ces fractions sont ensuite mises sur un gel 

d'électrophorèse, avec la digestion Barn Hl non-fractionnée, transférées sur 

"gene screen plus" puis hybridées avec la sonde JK (décrite dans matériel et 

méthodes, section C2). Parallèlement, une digestion complète de 11 AD.N de 

M 0 P C-460 avec B am H 1 et Eco R 1 est hybridée avec la sonde 1.1 (aussi décrite 

dans matériel et méthodes · section C2). La figure suivante montre les 

autoradiogram mes de ces deux hybridations. 
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figure 6. A utoradiogram me dé montrant le fragment de 9.0 K b portant le gène 

réarrangé de la chaîne légère de M 0 P C-460. (sondes utilisées: JK à gauche et 

1.1, spécifique au V K 1, à droite) 
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Ces résultats confirment la première déduction, soit que le fragment qui 

contient le gène réarrangé de M 0 P C-460 est à 9.0 K b, et ceci parce que ce 

fragment hybride avec la région J (sonde JK} auss1 bien qu'avec la région V 

(sonde 1.1). L'autre_ fragment un peu au-dessus de celui qui est intéressant, qui 

hybride aussi avec les deux sondes mais avec une intensité beaucoup plus faible, 

peut être de la contamination par le tissu hôte du myélôme tel qu'il a déjà été 

observé par Van Ness et .al, 1982. Les autres bandes, sous les 5.0 K b sur 

l'autoradiogramme JK, proviennent de la contamination par le plasmide JK 

digéré, de la solution BBP servant à l'application des .échantillons sur le gel. La 

fraction 2 dont le fragment de 9.0 Kb hybride plus intensément que celui des 

autres fractions, a été utilisée pour les étapes subséquentes. 

B. Préparation et criblage de la bibliothèque de phages 

Le montage d'une bibliothèque de phages commence par la ligation du 

fragment avec les. bras de phage. La bande 2 ayant été choisie, elle a été liguée 

avec les bras du phage ;\ L47.1 tel que décrit dans matériel et méthodes, section 

C 1. Quatre rapports de molarité insert:bras ont été essayés et les quatre ont 

servi pour l'encapsidation in vitro. Ces rapports ont donné environ lxl06 pfu/µg 

d' A ON/ml. n est à noter que ces phages ont été titrés sur des bactéries N M 538 

qui, étant permissives, laissent pousser autant les phages non-recombinants que 

les recombinants. 

Le· montage de la bibliothèque se poursuit en amplifiant le nombre de phages 

obtenus. Cette amplification se fait en étalant tous les phages obtenus (sur N M 

538) sur cinq grandes boîtes de pétri, les faire se multiplier puis les extraire 

avec du tampon SM. Ces phages sont ensuite concentrés par gradient discontinu 
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de cholrure de césium. A la fin la bibliothèque est de 3 ml titrant à 2.2xl0 11 

pfu/ml. 

Le criblage de la bibliothèque a d'abord été fait en utilisant les bactéries 

N M 538. De cette manière, 4x 105 pfu ont été analysés et n'ont montré aucun 

positif. Le changement des bactéries N M 538 pour des bactéries N M 539, qui 

sont restrictives, a dé montré que 1 phage sur 10 était recombinant. Donc les 

criblages suivants se sont faits en utilisant des bactéries N M 539. Après un 

essai, soit 9x 104 pfu, deux clônes sont apparus, B et B '. Le criblage de la 

bibliothèque se faisait avec la sonde JK. 

Pour purifier un clône, il faut faire plusieurs passages; c'est-à-dire repiquer 

une plage positive, l'étaler et l'hybrider, et ce jusqu'à ce que l'hybridation soit 

homogène donc que toutes les plages hybrident, tel que démontré sur la figure 

suivante. 
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figure 7. Schéma démontant les différentes étapes de purification d'un clône: ·A-

identification du clône, B- premier passage de purification, C- 2e passage, 0- 3e 

passage; tous ces passages sont hybridés avec JK .et faits en duplicata, F-

hybridation de L L C avec 0.88. 



Dès le premier passage le clône B' s'est avéré être un faux positif et a donc 

été rejeté. Il aura fallu quatre passages au clône B pour être purifié. Puis 

finalement, le clône appelé LL .C a été hybridé avec la sonde 0.88 en plus de la 

sonde JK dans le but de démontrer que ce phage contenait bien le gène 

réarrangé de la chaîne légère de M OPC-460. 

C. Sous-clônage dans le plasmide pB R-322 

Afin de sous-clôner le fragment Barn Hl..:Bam Hl de 9.0 K b qui contient le 

gène réarrangé de la chaîne légère de M OPC-460, il a d'abord fallu l'extraire 

du phage. Cette préparation d' ADN s'est faite à partir de 5xl0 12 pfu qui ont 

fourni 30 µg d'ADN de phage, qui ont été coupés avec BamHl. Le plasmide pBR 

322 a aussi été digéré avec Barn Hl puis traité à la phosphatase alcaline. La 

ligation a été effectuée avec un rapport de molarité de 3 insert:l vecteur. De 

20. à 40 ng d' ADN ligué ont servi pour les transformations. Des 160 çolonies qui 

ont poussé sur des pétris contenant de l'ampiciline, 40 ont été criblées sur 

ampiciline et sur tétracycline en vue de démontrer l'incorporation d'un fragment 

au site Barn Hl. Et de ces 40 colonies apparemment toutes positives, 20 

mini-prép arations d' ADN ont été effectuées. Seulement 2 des 20 colonies testées 

démontraient l'incorporation de plasmide. Après digestion avec Barn Hl, 

seulem ent le clône #11 semblait av oir incorporé le bon fragment de 9.0 Kb. Afin 

de vérifier , ce clône a été analysé par hybridation avec JK et 0.88. La ffgure 

suivante montre bien que le fragment de 9.0 Kb hybride bien avec les deux 

sondes. Le plasmide pB R 322 hybride avec la sonde 0.88 parce que cette 

dernière est portée par ce plasmide lors de l'hybridation. Le clône se nomme 

maintenant MLC (MOPC light chain). 
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fragments obtenus par digestion avec les enzymes Xbal, Tap!, HindIU, EcoRI, 

PstI, PvuII et KpnI. Ces digestions ont été analysées sur gel_ d1agarose tel que 

présenté à la figure suivante: 

·Q) 
i.. 

·Q) 
Cl 

·Q) 
i.. 

·Q) . 
Cl 

"'O M "'O "'O 0:: ·- C: M 

:c g ~ g ·= 8 îii ; 3- :c 
.C C: )( 1- :C LLI 0.. 0.. ~ ,c 
î î î t î î î î t î 

figure 9. Gel d1 agarose présentant les digestions de ML C avec plusieurs enzymes 

et confirmant l'homologie avec T-105. 



ENZYME 

XbaI 

Taq I 

HindIII 

Eco RI 

Pst 1 

Pvu 11 

Kpn 1 
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Tableau 2. Tableau des grandeurs de fragment prévues selon la carte de 

restriction de T-105 ( M oynet et al, 1985) et des fragments obtenus sur le gel de 

la figure 9. 

DIGESTION 

non 

partielle 

non 

complète 

complète 

complète 

partielle 

FRAGMENTS ATTENDUS 
(-Kb) 

3.6 5.4 

3.0 5.8 

1.1 1.2 1.8 2.3 

0.3 2.4 6.2 

0.4 3.6 5.0 

1.4 3.1 4.4 

0 .1 3.9 4.8 

2.6 

FRAGMENTS OBTENUS 
( Kb) 

1.1 1.3 3.0 5.0 

0.4 2.4 6.0 

0.54 3.6 5.0 

1.55 2.8 4.6 

4.4 5.2 

. Les grandeurs des fragments obtenus étant identiques à celles qui étaient 

prévues, on en déduit donc que la chaîne légère K du myélôme MO P C-460 est 

bel et bien codée par le même gène que celle du myélôme TEPC-105, soit 

V K 1 A. La carte de restriction est donc sensiblement la même pour ces deux 

myélôme sauf pour ce qui est de la région JK 1 à JK 4 qui est absente chez 

M 0 P C-460. Ces renseignements sur les sites de. restriction sont suffisants pour 

passer à la séquence. 

6.3 



E. Séquence 

El. Sous-clônage dans le phage Ml3 

La partie intéressante à séquencer est la régibn VJ ainsi que la partie 

flanquante en 51 du V parce que ce sont ces régions qui sont le plus sujettes 

aux mutations somatiques et qu'elles contiennent toutes· les séquences 

responsables de l'expression du gène. De plus, la région JK C K est bien connue 

(Sakano et al, 1979). Donc pour séquencer la région V J, il faut examiner les 

sites de restriction qui, tout en étant communs avec ceux du vecteur M13, 

fournissent des fragments de 400 bp et moins. Parmi ces sites, -Pst! et PvuII sont 

très appropriés. Cependant le clônage avec PvuII n'a jamais fonctionné. La 

figure suivante montre la stratégie de séquence employée. On y voit les sites 

utilisés, la direction et la longueur des séquences obtenues. 

Hl.NDlll HaelllPvull Hae Ill Patl Pstl 

1 1 • 

figure 10 Stratégie de séquence présentant les sites utilisés, le noms des Clônes, 

la longueur et la direction des séquences obtenues. 
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Quand le clônage est réussi, il ne reste qu'à faire les réactions de synthèse 

et les passer sur des gels d'acrylamide dont la résolution est à la base près . 

Après avoir exposé le gel à un autoradiogramme, on en dé duit directement la 

séquence en lisant les bases à partir du bas de l'autoradiogramme . Un tel 

exemple de gel est prése_nté à la figure suivante . 

1 

At.CTl\~G.T l\ccT 

1 

f. ' • •• 1 m • • --' • -..... ----
---55 

--- -

- -
=~ -
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figure 11. Exemple de gel de séquence, gel d'acrylamide 6% avec gradient de sel 

exposé pendant 24 heures pour autoradiographie . 



E2. Séquence de la région VJK 5 

La séquence obtenue part de 340 bp en 51 dU leader et va jusqu'à 267 bp en 

31 du JK 5. On y retrouve plusieurs sites importants pour l'expression tels le 

signal de début de la transcription ou "cap site", u·ne pseudo-TAT A-box 

localisée à environ 30 bp du "cap site" puis une séquence très semblable à 

11octamère impliqué dans l'activité du enhancer (Parslow et al, 1984). Ce qui 

différencie 11 oct am ère de celui qui est décrit dans la littérature est la première 

base où un Ta substitué un A et son emplacement: pour MOPC-460 cet 

octamère est localisé à 110 bp du L tandis que celui de Parslow est à 70 bp du 

L. Un autre site important pour l'expression est le .site d1épissage constitué du 

G T à la fin du L et du AG au début du V. L 'intron qui sépare le L et le V est 

de 382 bp, un des pl us long observé pour les gènes K. 

Le site d'épissage du JK 5 commence aussi par un GT mais la sgquence située 

un peu après ce site est am bigUe. La région am bigUe est marquée d'étoiles sur 

la figure 12. Cette am bigUité vient du fait que lorsque cette séquence est 

séquencée dans le sens 51-+ 31 on obtient la séquence TA AC A AC et lorsqu'elle 

est séquencée dans le sens 31 
__... 51 la séquence TAC AC est obtenue. Ces 

résultats, probablement dûs à des problèmes techniqUes, ont été obtenus aussi 

pour la séquence de T-105 (Moynet et al, 1985), de la région JK de FLOPC-1 et 

la région embryonnaire de Balb/c (laboratoire de Dr Gibson). Cette région fait 

partie de la région consensus pour l' épissage décrite par Mount (1982). Le fait 

que la région qui présente des difficultés de synthèse soit la région qui code. 

pour la structure de reconnaissance pour l'épissage ne peut pas être une 

coincidence. Il y a probablement quelque chose à ce site qui perturbe les 

réacbons de synthèse. 
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AAGCTTACCAGGTTATTAACAAAATCCACTCGCAATCGTCTGGGTGAAAAATAAATATACATTTCTTTTATTGAGGAGACAGCCCTGTGTGAGTCATATT 100 

CCTGGTATCTCGGGTGCTTATCTGTGAACACTCTACAGCATAGAAGAGGTTTTGTGTCACTTTTAAAATCTTAACTAGTCTATATAACTCTTCCTTCTAT 200 

oc '+' TATA-box 
ACTGCAACACTAAAGGGAGCTTTTGCATATTGCTCCCCAGGGAGGGCCCACCCTTACTAGTCTGAGATAAAAGCTCAGCTGTCTTGTTTCAGTGACTGAT 300 

11capsite11 U:ADER se · 
CAGTCTCCTCAGGCTGTCTCCTCAGGTTGCCTCCTCAAAATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCTGGTGAGGAGAGAGGGA 400 

M K L P V R L L V L M F W I P 

AGTGAGGGAGGAGAATGGACAGGGAG~AGGAGÇACTGAATCCCATTGCTCATTCCATGTATTCTGCCATGGGTGAGAAGATGGGTCTTATCCTCCAGCAT 500 

GGGGCCTCTGGGGTGAATACTTGTTAGAGGGAGGTTCCAGATGGGAACATGTGCTATAATGAAGATTATGAAATGGATGCCTGGGATGGTCTAAGTAATG 600 

CCTAGAAGTGACTAGACACTTGCAATTCACTTTTTTTGGTAAGAAGAGAATîTTAGGATATAAAAAAATGGTATGTAAAAATAAACATCACAGTTGAAAT 700 

se 
AAAAAAAAAACATAAGGATGTTCATGAATTTTGTGTGTAACTATGTATTTCTCTCTCATTGTTTCAGCTTCCAGCAGTGATGTTGTGATGACCCAAACTC 800 

~A S S S D V V M T Q T 

CACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTCCATCTCTTGCAGATCTAGTCAGAGCCTTGTACACAGTAATGGAAACACCTATTTACATTGGTA 900 
P L S L P V S L G D Q A S I S C R S S Q S L V H S N G N T Y L H W Y 

REGION VARIABU: 
CCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCAAAGCTCCTGATCTACAGAGTTTCCAACCGATTTTCTGGGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACA 1000 

L Q K P G Q S P K L L I Y E V S N R F S G V P D R F S G S G S G T 

>< REG ION J ( J 5) 
GATTTCACACTCAAGATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATCTGGGAGTTTTTTTCTGCTCTCAAAGTACACATGTTCCGCTCACGTTCGGTGCTGGCACCA 1100 

D F T L K I S R V E A E D L G V F F C S Q S T H V P L T F G A G T 

si**** 
AGCTGGAGCTGAAACGTAAGTACACTTTTCTCATCTTTTTTTATGTGTMGACACAGGTTTTCATGTTAGGAGTTAAAGTCAGTTCAGAAAATCTTGAGA 1200 
K L E L K R 

AAATGGAGAGGGCTCATTATCAGTTGACGTGGCATACAGTGTCAGATTTTCTGTTTATCAAGCTAGTGAGATTAGGGGCAAAAAGAGGCTTTAGTTGAGA 1300 

GAAAGTAATTAATACTATGGTCACCATCCAAGAGATTGGATCGGAGAATAAGCATGAGTAGTTATTGAGATCTGGGTCTGACTGCAG 1387 

figure 12. Séquence traduite de ML C présentant quelques sites nécessaires à 

l'expression: oc est l'octamère; se est le site d'épissage et ***** est la région 

ambigüe. 



Quand on compare la séquence de T-105 avec M-460, on remarque deux 

différences situées dans le V. Ces différences .amènent des .changements d'acide 

aminés: A__.. G transforme une lysine en acide glutamique au résidu #45 et un A-+ 

T transforme une tyrosine en phénylalanine à la position 86. Ces différences 

expliquent le déplacement de 2 unités de charge du patron de bandes sur le gel 

de focalisation isoélectrique pour la chaîne légère de M-460. Ces différences 

proviennent de mutations somatiques par rapport à T-105 qui elle, représente 

probablement la séquence germinale étant donné que .sa séquence est identique à 

celle de plusieurs autres myélômes. La figure suivante présente la comparaison 

de la séquence de T-105 et M-460. On y voit l'identité de la région flanquante 

en 51 de V, les deux mutations somatiques dans la région V ainsi que les 

différen ces au niveau de J qui confirment que les chaînes legères de ces deux 

myélômes sont codées parle même V, VKlA' et par des J différents. 
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AACCTTACCACCTTATTAACAAAATCCACTCCCAATCCTCTCCCTCAAAAATAAATATACATTTCTTTTATTCACCAOAC 

ACCCCTCTCTC ACTC AT ATTCCTCCT ATCTCCCCTCCTT A TC TC TC AAC ACTCT AC ACC AT AC AACACGTTTTCTCTC AC 

TTTTAAAATCTTAACTACTCTATATAACTCTTCCTTCTATACTCCAACACTAAACGGAGCTTTTGCATATTCCTCCCCAG 

GCAGGGCCCACCCTTACTAGTCTCACATAAAAGCTCACCTGTCTTCTTTCACTCACTCATCACTCTCCTCAGCCTCTCTC 

< ILADER ) 
CTCACCTTCCCTCCTCAAAATCAACTTCCCTCTTAGCCTCTTCCTCCTCATCTTCTCCATTCCTCCTCACCACACACCGA 

AGTC AGGCAGC AGAATGGJ,CAGCCACCACCACCACTC AATCCCATTCCTCATTCCATCTATTCTCCCATCCCTCACAACA 

TCCCTCTTATCCTCCACCATCCGGCCTCTCCCCTCAATACTTCTTACACCCACCTTCCACATCCCAACATCTCCTATAAT 

INTRON . 
CAAGATTATCAAATCGATCCCTCGCATCCTCTAAGTAATCCCTACAAI;TCACTACACACTTCCAATTCACTTTTTTTCCT 

AACAACACAATTTTAGGATATAAAAAAATGGTATGTAAAAATAAACATCACM;TTCAAATAAAAAAAAAACATAAGCATG 

< 
TTCATGAATTTTCTCTCTAAcTATCTATTTCTCTCTCATTCTTTCACCTTCCM;CACTGATCTTCTGATCACCCAAACTC 

CACTCTCCCTCCCTGTCAGTCTTCGAGATCAACCCTCCATCTCTTCCAGATCTACTCAGACCCTTCTACACACTAATGCA 

REGION VARIAIHZ 
AACACCTATTTACATTCCTACCTCCAGAACCCAGCCCM;TCTCC~CTCCTGATCTACAAACTTTCCAACCCATTTTC 

-------------------~------------------------~---------------------------------

TCCCCTCCCACACACCTTCAGTCCCACTCCATCACGCACACATTTCACACTCAACATCACCACAGTGCACCCTGACCATC 
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figure 13. Comparaison des séquences de la région VJ de M-460, en haut, et de 

T-105, en bas. Les - représentent des identités et les D , des mutations 

somatiques. 

Donc la séquence du gène réarrangé de la chaîne légère du myélôme 

M 0 PC-460 aura levé les ambiguïtés laissées par la séquence protéique, confirmé 

une différence et apporté une autre par rapport à T-105; ces différences 

provenant sOrement de mutations somatiques. 
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DISCUSSION 

Le but de ce travail consistait à clôner et ·séquencer le gène réarrangé 

codant pour la cha1ne légère du myélô me MO P C-460. Pour ce faire, il a d'abord 

fallu identifier le fragment d' ADN digéré qui porte ce gène. L'hybridation .avec 

une sonde de la région V K 1 et une autre de la région JK a permis de situer ce 

fragment à 9.0 Kb. Ensuite des fragments de 11.5 à 9.0 Kb ont été insérés dans 

le phage L47.l dans le but de construire une bibliothèque. Après criblage de la 

bibliothèque, une seul bon clône a été isolé et purifié. Puis le sous-clônage dans 

pBR 322 et quelques digestions avec des enzymes de restrictfon du fragment 

MLC 9.0 Kb, ont permis de démontrer l'identité entre le gène de M-460 et celui 

de T-105. A partir de ce moment, il n'y avait plus aucun doute quant à 

l'appartenance de la cha1ne légère de MOPC-460 au sous-groupe VKlA" 

La région séquencée du gène M-460 contient tous les sites nécessaires à 

l'expression situés en 5' du L, le L, le V, le JK 5 ainsi qu'une partie de l'intron 

JK C K. Ces résultats de séquence ont permis de lever cinq am biguités laissées 

par la séquence protéique parmi lesquelles se trouvaient les trois premiers 

acides aminés du JK 5• Mais surtout, cette séquence a permis de classer 

définitivement la cha1ne légère de MO P C-460 dans le bon sous-groupe. Ce qui 

finalement donne le classement présenté à la figure suivante. 
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figure · 14. Classement le plus récent des chaînes légères V K 1 selon leur 

sous-groupe. Ces séquences découlent de séquences protéiques et/ou nucléiques. 

Les références indiquées sont 1- Lazure et al, 1980 et 1981; Hum et al, 1984, 2-

Schiff et al, 1983; Fougereau et al, 1984; Roth et al, 1985, 3- K aartinen et al, 

1983; Berek et al, 1985, 4- Clarke et al, 1984, 5- Todd et al, 1984, 6-

Schlomchik et al, 1986, 7- M udsett et al, 1982, 



L'assurance que la chaîne légère de MOPC -460 est codée par un gène VKlA 

vient de l'identité parfaite de la séquence flanquante en 51 du V pour les gènes 

M-460 et T-105. Précédemment, M-460 ·avait été classée dans le sous-groupe 

VKlo· Gibson (Gibson, 1984) avait estimé que les chaînes du sous-groupe VKlA 

constituaient 2.9% de toutes les chaînes légères analysées. Maintenant que l'on 

sait que le sous-groupe VKlD est en fait codé par le gène VKlA' on peut dire 

que les_ chaînes V K 1 A forment une grande portion du répertoire des chaînes 

légères de souris. 

La séquence de la région vari.able de MO P C-460 a confirmé la substitution 

Tyr-Phe de la position 86 par un changement de nucléotide A-+T. Une autre 

substitution, qui dans la séquence protéique paraissait très ambigüe, s'est 

révélée à la position 45. Cette substitution A-..G entraîne le changement d'un 

résidu Lys pour un résidu Glu par rapport à la séquence de T-105, qui elle est 

considérée corn me étant la séquence germinale. Récemment, le gène germinal 

V KlA de Balb/c a été clôné et séquencé (Corbet et al, 1987). Cette séquence 

est identique à celle de T-105 d'où la confirmation de T-105 comme prototype 

dé la séquence germinale. Les substitutions de M-460 ne sont explicables que 

par des mutations somatiques dans la région V. Ces mutations sont dûes à un 

mécanisme localisé, propre aux gènes d'immunoglobuline. Le fait qu'une des deux 

mutations soit partagée par un autre myélôme, TEP C-821, peut être purement 

aléatoire. Même si le gène M-460 provient d'un myélôme dont les cellules ont 

subi plusieurs passages de culture, ce n'est pas suffisant pour expliquer les 

mutations observées . Nishioka et Leder, 1980 démontre que la séquence 

germinale K 2 a · été répliquée sans modification à travers la différentiation des 

lymphocytes, à travers 15 ans de passages de culture et à travers les procédures 

in vitro utilisées pour le clônage et la séquence. D'autres exemples de séquence 
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de gènes d'immunoglobuline de myélôme ne montrent aucune différence par 

rapport à la séquence germinale, provenant d'embryons (Seidman et al, 1979; 

Max etal, 1980). Donc les mutations observées chez M-460 n'ont probablement 

pas été provoquées par les manipulations des cellules ou del' ADN, mais viennent 

plutôt du mécanisme de mutation somatique propre aux gènes 

d'immunoglobulines. 

Pour ce qui est de la portion de séquence qui présente une ambigüité, 

c'est-à-dire les quelques nucléotides situés au site d'épissage du JKS' il n'y a 

pas d'expli cation autre que des problèmes techniques de synthèse causés par le 

site d'épissage dont les fins détails sont inconnus pour le moment. 

Dans le futur, le gène réarrangé de la chaîne légère de M 0 P C-460 pourra 

servir dans plusieurs expériences. Ce gène pourra être clôné dans des 

lymphocytes pour étudier l'effet qu'auront d.es changements mineurs d'acides 

aminés sur l'idiotype ou sur la spécificité de liaison à l'antigène. Ce gène 

pourrait aussi· être transféré, avec celui de la chaîne lourde, dans des cellules 

de myélô me dans le but de reconstituer une immunoglobuline anti-DN P ou encore 

transfecté dans des cellules-souches normales de la moelle épinière puis injecté 

dans une souris incapable de produire des V K 1 A pour voir s'il y aurait induction 

de la capacité de produire ces chaînes. Finalement, ce gène pourrait servir à 

la construction d'anticorps chimériques où ia région constante de souris est 

remplacée par la région constante humaine., par un enzyme ou par une toxine. 
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CONCLUSION 

Ce travail, en plus de permettre l'apprentissage et la maîtrise de plus·ieurs 

techniques de biologie moléculaire, apporte plusieurs informations concernant la 

caractérisation des chaînes légères. V K 1• Par sa séquence, le gène M-460 

reclasse la chaîne légère dans le bon sous-groupe, VKlA' en plus de remplir les 

trous laissés par la séquence protéique. Une connaissance pl us approfondie des 

chaînes légères V K 1 s'obtiendra par la comparaison de plusieurs gènes V K 1• Le 

gène M-460 est un pas dans -cette direction. 
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