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Stratégie d'isolement et de couplage de fragments

oligosaccharidiques en vue produire des anticorps dirigés

contre des chaines latérales de pectines natives.

PERPETE Philippe

Résumé

Nous avons isolé des chaines latérales de pectines & partir du surageant de cellules de vz

(WA e suspension par passage sur une colonne échangeuse d'anions et -élimination. Une
analyse en chromatographie en phase gazeuse montre que le produit de cet isolement contenait
du rhamnose, du glucose, de 1'arabinose, du galactose, du xylose, des traces de fucose et
encore quelques résidus galacturoniques.

Un couplage & 1'albumine sérique bovine méthylée et 1'injection par voie intrapéritonéale de ce
complexe avec 1'adjuvant de Freund nous a permis d'obtenir un polysérum dirigé contre le
polysaccharide isole. Le polysérum ne reconnait pas la pectine acide.

Summary

We have isolated side-chains of pectins from the supematant of cell suspension cultures of
Dvwewe cwofy by anion exchange chromatography and [f-elimination. By gas
chromatography, we hawve determine the composition of these chains : they contain rhamnose,
glucose, arabinose galactose, xylose, traces of fucose and some galacturonic residues.

After coupling with methylated bovine serum albumin and intraperitonesl injection of the
mixture emulsified in Freund's adjuvant, we have recovered a polyserum the recognises the
purified oligosaccharidic fraction. The serum does not coss-react with pectic acid.
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Des structures riches en sucres se retrouvent sur la face
externe de la membrane plasmique chez la plupart des cellules
vivantes. Chez les cellules végétales des plantes supérieures, les
polysaccharides forment une paroi.

L'étude de la structure de la paroi végétale se heurte au
probléme de la complexité des polysaccharides constitutifs. A la
diversité des sucres qui constituent la paroi, sajoute la
complexité des liaisons entre les unités monosaccharidiques.
Ainsi, deux sucres a 6 carbones peuvent se lier de 64 fagons
différentes entre eux, trois sucres a 6 carbones, de plus de 1000
fagons différentes.... (Albersheim and Darvill, 1985).

Il existe des techniques cytochimiques permettant de situer
une structure chimique globale, mais ces substances ne sont pas
suffisamment spécifiques pour permettre une reconnaissance
structurale de la matrice polysaccharidique. On peut citer comme
exemple lacide hydroxamique pour les groupements
carboxyliques estérifiés, le periodate pour les groupes glycols, 1'or
colloidal pour les groupes acides..(Roland, 1987).

D'autre part, i1 existe quelques marqueurs
immunocytochimiques spécifiques donnant la localisation, ainsi
qu'une indication quant a 1a structure primaire et/ou secondaire,
du polysaccharide. Ces sondes sont peu nombreuses, ¢ce qui a
amené le laboratoire a produire des anticorps monoclonaux
contre l'acide pectique (Liners, 1988) et une xylane (Messiaen,
1989). Mais aucune production d'anticorps n'a encore été tentée
contre les chaines latérales des pectines.

C'est pourquoi nous avons voulu isoler des chaines latérales de
pectines natives, les coupler pour les rendre immunogénes et
essayer différentes techniques d'immunisation en wvue de
produire un polysérum contre ces chaines latérales.




2.1 Structure générale et composants principaux de
la paroi

2.1.1 Structure

La paroi est un élément fondamental de la cellule végétale.
Elle est composée d'un assemblage complexe de polysaccharides. On
distingue la parei primaire, caractéristique des cellules en
croissance, de la paroi secondaire, déterminant la taille et la forme
des cellules matures.

La paroi primaire est, en fait, un réseau de microfibrilles de
cellulose enchassées dans une matrice amorphe de polysaccharides
et de quelques glycoprotéines. Dans la paroi secondaire on observe

une plus grande proportion de cellulose, ainsi que de 1a lignification
(McNeil #fa3/, 1984).

0 ts d i primaire

La paroi est composée de 90 & de polysaccharides et de 10 %
de glycoprotéines. Parmi les polysaccharides, on retrouve :

* La cellulose : composée de B(1-4)-glucoses qui s'associent en
microfibrilles par des ponts hydrogénes.

* Les hémicelluloses : elles sont généralement définies comme
n'étant ni des pectines, ni de l1a cellulose. On distingue,

- les xyloglucanes : squelette de B(1-4)-D-glucoses a chaines
latérales a(1-6)- D-xyloses;

- les xylanes : D-xyloses reliées en [ (1-4)a chaines latérales
riches en arabinofuranoses reliées au niveau des C(0)-2 et C(0)-3;

- les f-glucanes : mélange de f{1-3) et p(1-4) glucanes.

¥ Les pectines : Il s'agit de chaines d' acides «(1-4) D-
galacturoniques ou l'on retrouve intégrés des résidus L-rhamnoses
liés en «(1-2) dont le C(0)-4 est branché 2 une chaine latérale

neutre. Nous détaillerons leur structure dans le chapitre qui leur est
consacré.




a: microfibrilles de celluiose . srabinogalactsnes de type |l

b: rhamnogalacturonanes liés au résidus sérine
(squelette pectique) g: résidus sérine des protéines
c: xyloglucanes N de perol
d: protéines de paroi svec h: polyosides pectiques:
tétra-aradinosides squelette pectique + chafnes latérales
. srabinosides liés & (srabinanes et arsbinogalactanes de type I)
Ihydroxyproline i: résidus sérine non substitués

Fig 2.1 Organisation des polysaccharides de la
paroi primaire ( Saulnier, 1987).

Oses b 6 atomes de carbone
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le-D-xylose =

L-rhamnose = L-Rhap D-fucose = D-Fucp 2-0-mdthy
(2-Me)-D-Xylp

Oses & 5 stomes de carbone

o O
D-xylosesD-Xylp L-arsbinosssi-Arsf(l) D-aplosesD-Aplf

(1) D-GlepsD-glucopyrancss, D-GlcpAsAcide D-glucopyranosyluronique,
L-Araf=L -arabinofurancee
Fig 2.2 0Oses constitutifs des polysaccharides
pectiques (Saulnier, 1987).
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Nous ne décrirons ici que le modéle de la paroi primaire. Celle-
¢i serait composée d'une matrice, mélange d'hétéropolyméres a
capacité variable en ce qui concerne la formation d'un gel, formant
un réseau hydraté ou les enzymes oxydatives et hydrolytiques
jouent un réle non négligeable pour son assemblage. Ce modéle,
incomplet, ne tient pas compte des changements mécaniques lors de
'extension en taille de la cellule (Bacic, A. £ 8/, 1988).

2.1.4 Rdles de la paroi

Tous les réles de l1a paroi ne sont pas encore élucidés, on peut
toutefois citer :

(a) un réle mécanique : 1a paroi forme une enceinte autour du
plasmalemme de 1a cellule végétale, lui permettant ainsi de résister
a la pression de turgescence (York o2/, 1986) ;

(b) un rdle protecteur : la paroi forme une barriere physique
contre les microorganismes et autres pathogénes (Jarvis ef a/ ,
1984);

(c) un role régulateur : la paroi jouerait un role particulier au
moyen de substances dérivées de sa structure : les oligosaccharines
(Mc Neil #fa/,1984 ; Albersheim and Darvill, 1985).

2.2 Les pectines
2.2.1 Composition chimique

Les pectines forment un tiers de la paroi primaire des
dicotylées (Guillon and Thibault, 1989) mais seulement 10 % de
celle des monocotylées (Saulnier, 1987). Comme nous venons de le
voir, il s'agit de chaines d'acides galacturoniques, interrompues par
des résidus rhamnoses. On distingue les rhamnogalacturonanes de
type I et II.

Les rhamnogalacturonanes de type I : Les unités L-rhamnoses
sont relides aux chaines homopolygalacturonanes par des liens
o(1-2) (Saulnier, 1987). Ces chaines d'acides galacturoniques
peuvent étre estérifiées (Stevenson o &/ ,1986). On retrouve,




Fig 2.3 Association des pectines par
l'inter)‘médiaire de cations calcium (Saulnier,
1987).

Lorge oggregote

—> 100% Co™ binding

Fig 2.4 Dimére et multimére pectiques
( Saulnier, 1987).



branchés sur les rhamnoses, des chaines latérales neutres
composées d'arabinoses et de galactoses en liaison 4 ou 6 (De Vries
et al , 1983), ainsi que du D-xylose et du L-fucose. Ces chaines
latérales ne sont présentes que sur une partie du squelette d'acides
galacturoniques, dite “"hairy” ou hétéropolygalacturonique, ou le
degré d'estérification est de 100 ® (Kohn and Luknar, 1977), par
opposition aux chaines "smooth”, ou homopolygalacturoniques.

Les rhamnogalacturonanes de type II sont moins nombreux
dans la paroi et sont caractérisés par une composition en sucres
atypiques tels que 2-0-méthylfucose, 2-0-méthylxylose, apiose, 3-
C-carboxy-5-déoxy-L-xylose, acide 3-C-déoxy-mano-octulosique
(Mc Neil o3/, 1984).

es propriétés de tine

Non seulement les pectines contribuent a la cohésion de la
paroi, comme les autres éléments de la matrice polysaccharidique,
mais en plus, elles jouent un rdle considérable dans la protection de
l'organisme végétal (Mc Neil eof &/ , 1984) ainsi que comme
régulateur de la croissance en taille de 1a cellule végétale (Mc Neil
#tal, 1984 ; Carpita and Gibeaut, 1988).

Les pectines peuvent s'associer , en présence de cations
calcium, par des jonctions intermoléculaires adoptant ainsi une
configuration coopérative. L'association est coopérative car la liaison
du premier cation entre une paire de chaines provoque un
alignement qui facilite la liaison des cations suivants.

Plus la pectine est hérissée de chaines latérales ou est
estérifiée, moins elle aura tendance a prendre cette configuration
coopérative. Celles-ci aurajent donc une action solubilisante. Le
résidu rhamnose, quant a lui, limiterait les possibilités de
précipitation en imposant des changements de direction a la chaine
d'acides uroniques (Jarvis , 1984).

2.2.3. Blosynthese des polysaccharides pectiques

Les pectines suivent le méme schéma de synthése que les
autres éléments polysaccharidiques de la paroi. La synthése de ces




Lumen of
Cytooasm rane System Cytoplasm o B raTe
(Goig: ER) JI: wal
UoPGal Transport VesiCle lusion
(control) B (control)
4 SalAc —tm > Pectn =
Synmases Possible O
e (conrol) Compartmentaksation
Vesicle
Eoenerases formaton
/ packagng
' Aclive v oughou! growm dwected
movemen!
\ UCPxyl Transport (conwol)
\ 4 (contral)
b !
\‘ e <07 Hemucelulose (Xylan}——> O
oP5 Synthases
HpBaicAC J (control)
?—. 2:\ pasnol Mecrotwbules | causiose
(conuol)
UOP Suc
/1 Syntnases
T Canose
Sucrose L

Ghucose
\ i Phenyoropanoc
\ Syntesis

\ ! PAL eic (control)
v Lignin
s

Hydroxy Cmnamyl AlCONOIs

Peromddse
Proten B O —_— C Proten
; Glycosytaton l
(convol) Cross wnks

Fig 2.5 Schéma représentant les voies de synthése
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Fig 2.6 Exemple de substitution d'un disaccharide
par un ester féruloyl (Fry, 1983).




éléments démarre par l'activation de monoméres provenant des
tissus photosynthétiques ou de stockage tels que glucoses, sucroses,
fructoses. Dans le cas de culture en suspension, il peut s'agir du
glucose et, dans une moindre mesure, du D-galactose, L-arabinose
et D-xylose présents dans le milien. Ces monoméres sont activés en
nucléosides diphospho-monosaccharides par des pyrophosphatases
cytoplasmiques. On retrouve ainsi de 1'UDP-glucose et de 1'UDP-
galactose. L'UDP-glucose est le substrat de formation des dérivés
UDP-gal pn UDP-glc pUA, UDP-xyl p, UDP-gal pUA, UDP-L-aras, UDP-
L-arap, UDP-L-rthap

Alors que la cellulose est synthétisée en surface de la cellule
par transport du complexe enzymatique jusqu'au plamalemme, les
monomeéres des autres polysaccharides sont polymérisés dans
l'appareil de Golgi. Les produits de synthése sont ensuite transférés
vers le plasmalemme par des vésicules. La nature des
polysaccharides sera fonction du flux de monoméres et d'un contrdle
au niveau de la synthése dans l'appareil de Golgi.

2.2.4. Les chaines latérales

Les chaines latérales peuvent étre longues, jusqua 15 oses
neutres branchés, reliées par un lien 0-4 au résidu L-rhamnose.
Elles comportent principalement des unités arabinoses et de
galactoses et presque tous les groupes feruloyls que l'on retrouve
dans la paroi. Ces dérivés phénoliques se retrouveraient aux
extrémités des chaines latérales, lides aux résidus galactopyranoses
ou arabinopyranoses, formant ainsi des (3)?-0-(3-0-féruloyl «-L-
arabinopyranosyl)-L-arabinoses ou des 4-0-(4-0-féruloyl-p-d-
galactopyranosyl)-D-galactoses. Le taux d'estérification par ces
groupements féruloyls est de 1/60 (Fry,1983). Leur rdle serait
d'ancrer par des liens covalents les polyméres entre eux. Ils
constitueraient aussi des précuseurs de la lignine (Bacic »2 &/,
1988).

Suivant la composition et les liens entre les composants, on
distingue deux types de chaines latérales :

* Les arabinanes : On retrouve des chaines en ofl1-5)
arabinofuranosyl a branchements nombreux en C(0)-2, C(0)-3 ou les
deux. Ce type de structure est retrouvé chez Unapsis #/be |, ainsi
que chez Ross glswas (Bacic of &/, 1988). Chez Bels vufgaris les
branchements se font en (1->3) et (1->5) (Guillon and Thibault,
1989). Les polymeéres latéraux sont reliés au C{0)-2 du L-



A) Main Chains

—4—a-D-GalAp -[(1 —4)-a-D-GalAp -](1 —4)-a-D-GalAp-(1-2)-a-L-Rhap- [( 1—4)-a-D-GalAp-(1-2)-a-L-Rhap ](1 —4)-a-D-GalAp -(1-2)-a-L-Rhap-(1—-
+ 4 4

T  ‘n=to70
Ry Ra(?) T =300 T
RZ R‘ ,Rs(?)
| Rhamnogalacturonan| (RG)* |
: Rz |
|
| .L-Ara /-
B) Major Side Chains | =5)-L :a(: S—o :
a-L-Araf : —3)-D-Galp-(1- |
: 1 | —4DGalp-(1- :
Ry arabinans 1 | —6).D-Galp-{1 |
2 »
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3 3 g
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(@L-Araf), LAl | -DGalp(1o :
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v |

(arabino-)galactans

—4-8-D-Galp -(1-4)-B-D-Galp-(1—4)-B-D-Galp - (1—4)-B-D-Galp (1

a-L-Araf
R3 Rhamnogalacturonan Il (RGI**

a) a-L-Rhap-(1-2)-a-L-Arap-(1+4)-a-D-Galp-(1-32)-B-L-AcA/ { 1-3)-B-L-Rhap {1-3)-Api
2

T
1
2-Me-a-L-Fucp o G‘alAp
4
2
b) a-Galp -(1-2)-B-GlcAp -(1+4)-a-Fucp -(1—4)-B-Rhap -(1-3)-Api
3
1
1
p-GalAp

R4 Apiogalacturonan (Lemna minor ) (Hart and Kindel, 1970a,b)
D-Apif -(1-53)-D-Apif-(1-3{or2])

Fig 2.7 Représentation des chaines principales et
latérales des polysaccharides pectiques. R3 et R4
sont les chaines latérales de certaines pectines
atypiques (Bacic et al , 1988).



Rhamnose et parfois au C(0)-4 comme c'est le cas chez Brassios
ofagcage (Bacic #f &/, 1988).

* Les arabinogalactanes : On distingue les arabinogalactanes de
type 1 et les arabinogalactanes de type 2. Le type 1 est formé de

chaines  (1-»4)-p-D-galactopyranoses & ramifications o-L-
arabinofuranose. On en retrouve chez Sofanusr tuberosune (Bacic #f
& 1988) et Bela vujgaris (Guillon and Thibault, 1989). Le type 2
consiste en des chaines (1-»3)-p-D-galactopyranoses & branchements

(1->3) et (1-26). On en retrouve également chez RAels vufosrss
(Guillon and Thibauit, 1989).

Chez Dsucus carollts, qui nous fournit le surnageant de culture
duquel nous allons extraire les chaines latérales, on retrouve le
méme type de structure. En effet, Massiot et Thibault qui ont
analysé les parties hérissées de la pectine de Aswcus carolls par
digestion enzymatique, ont montré la présence de (1->4) et de (1-
»3,4)-galactoses liés ou terminaux, de (1->5)-arabinoses et de (1-
»2,4)-rhamnoses, ainsi que de petites quantités de glucoses, de
Xyloses et des traces de fucoses et de mannoses formant des
arabinogalactanes de type 1. Ils ont également identifié des
arabinogalactanes de type 2 caractérisés par des (1->4), (1-»3), (1-
»6) et (1-:3,6) -galactoses, des (1->5) arabinoses, des (1-»4), (1-
»3,4)-xyloses liés ou terminaux et enfin du (1->2,4)-rhamnose
(Massiot and Thibault, 1989).

2.3 Isolement du matériel polysaccharidique a partir
du surnageant de culture de cellules de Jaucus carolis .

Différents éléments polysaccharidiques sont facilement
isolables a partir de la paroi des cellules végétales. De nombreuses
méthodes d'extractions des pectines sont décrites : chélatants (Fry,
1988), base diluée a 4°C (Massiot &/, 1987)...

Un autre moyen d'obtenir des pectines est de partir du
surnageant de cellules en suspension qui contient toutes les
substances constitutives de l1a paroi primaire (Bacic ¢ &/, 1988).

On procéde habituellement par précipitation sélective et/ou
techniques chromatographiques pour séparer des chaines latérales
de pectines. Cest contre ces chaines latérales issues de
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polysaccharides excrétés par les cellules en suspension que nous
envisageons de tester différentes techniques d'immunisation

2.4 Techniques de production d'un polyserum
2.4.1 L'hapténe

Toute substance étrangére injectée dans un organisme est
appelée antigéne. Si cet antigéne peut amener une réponse
anticorps, on l'appelle immunogéne. Un antigéne qui, seul, ne
provoque aucune réponse immunitaire mais qui, une fois couplé a
une molécule (protéine..), peut alors mettre en branle la réaction
anticorps est appelée hapténe. La protéine sur laquelle est greffé cet
hapténe est appelée protéine-porteuse ou protéine-carrier.

2.4.2 L'effet Carrier

Pour obtenir une réponse anticorps, il faut que les cellules
dérivées du thymus et les cellules dérivées de la moélle osseuse
réagissent avec les divers déterminants antigéniques sur la
molécule d'antigéne. Ces deux types cellulaires coopérent et, in fine,
deux signaux d'activations sont transmis aux cellules B,
productrices d'anticorps. Un premier signal provient de l'interaction
entre l'antigéne et la cellule B. Un second signal provient des cellules
T auxiliaires lorsqu'elles reconnaissent d'une deuxiéme portion du
méme antigéne. Elles fournissent aux cellules B des facteurs de
développement optimal. Les cellules T peuvent reconnaitre les
déterminants protéiques et peptidiques, mais, & part quelques
exceptions, pas les hydrates de carbone (Berzofsky, 1988).

I1 faut donc que l'antigeéne ait deux sites antigéniques : 1'un
pour les cellules T, l'autre pour les cellules B (Golub, 1976). La
nécessité de deux sites de reconnaissance distincts explique
I'impossibilité des réponses immunes contre des hapténes et montre
aussi quil faut utiliser la méme molécule-carrier durant toute
'opération d'immunisation.

2.4.3 Les é -indépendants

Les antigéne T-indépendants ont habituellement plusieurs
copies du méme déterminant antigénique et sont capables de se lier
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a plusieurs récepteurs de la méme cellule B activant celle-ci sans
que la cellule T auxiliaire ne soit nécessaire (De Franco, 1987).

Le couplage des hapténes se fait par divers moyens chimiques
suivant les groupements réactionnels disponibles aussi bien sur
'hapténe lui-méme que sur la molécule porteuse. La stabilité et la
solubilité de l'antigéne A coupler peuvent aussi influencer le
rendement du couplage. Pour l'immunisation, il existe parfois un
nombre optimal de groupements hapténiques par molécules-
porteuses (Ashwell, 1978).

I1 est évident que le polysérum obtenu contiendra aussi bien
des anticorps contre 'hapténe ou contre la molécule porteuse que
contre la zone de couplage.

La réaction de couplage utilise, en général, le groupement le
plus réactionnel de 'hapténe. Le couplage utilisé pour les hapténes
polysaccharidiques dérivés des pectines est le couplage a l'albumine
sérique bovine méthylée, qui implique les fonctions carboxyliques
des unités d'acides galacturoniques. ( Liners #¢%/, 1990)

2.4.5 Cinétique de 1a réponse anticorps

La réponse humorale peut étre divisée en réponse primaire et
secondaire. La réponse primaire a lieu aprés la premiére exposition
a l'immunogéne et correspond a un pic d'immunoglobuline
d'isotypie p. Aprés un temps, une seconde exposition 2a
l'immunogéne améne la réponse secondaire, d'immunoglobuline
d'isotypie y, ainsi que d'autres isotypes minoritaires. Cette réponse
apparait avec un temps de latence moindre, et un titre d'anticorps
plus élevé et des anticorps de plus forte affinité. On entrevoit donc
l'avantage d'une telle réponse secondaire. Toutefois, certains
antigénes et, apparemment, certaines techniques d'immunisation ne
provoquent que des réponses d'immunoglobulines de type IgM. Ce
serait le cas des antigénes T-indépendants (Roitt, 1989).




2 4.6 Techniques 41 isat

Les méthodes de production d'anticorps sont encore largement
empiriques et le résultat d'une immunisation dépend de nombreux
facteurs. On peut classer ces facteurs en trois catégories :

- propre a [l'antigéne : nature, pureté, immunogénicité..

- intrinséque a l'expérimentation : doses, adjuvants, voies

d'inocultation, calendrier des rappels...

- dépendant du sujet immunisé : espéce, age, état du systéme

immunitaire

Les techniques les plus courantes sont les injections de
mélanges d'antigénes et de potentiateurs du systéme immunitaire
que sont les adjuvants. L'avantage général est de conserver
l'antigéne par la formation de dépdts et par une diminution de sa
dégradation (Tijssen, 1985).

Quatre exemples d'adjuvants couramment utilisés sont repris
¢i-dessous :

* L'adjuvant de Freund (FA): I1 s'agit d'une huile minérale
formant une émulsion avec I'immunogéne. La premiére
injection se fait avec FA complet qui en plus du FA
incomplet contient une dispersion de Adyrvdacidrium
tuberculosis tués a l1a chaleur. Les rappels s'effectuent
avec le FA incomplet.

* Les sels d'aluminium : Leur avantage est de procurer
une large surface d'adsorption pour les antigénes

protéiques. Ils possédent aussi un effet de mobilisation
des cellules phagocytaires.

* L'Albumine sérique bovine méthylée : En plus de l'effet
carrier que nous apporte cette molécule, 1a BSA méthylée

fournit une adjuvanticité grace a sa capacité de s'associer
par lien ionique & des complexes chargés négativement
(protéines, polynucléotides...).

* Le 8-mercaptoguanosine : cette substance permettrait la
production d'IgG contre des antigénes T-indépendant. Son

mode d'action n'est pas encore connu, mais il activerait les




cellules B, les cellules T, les macrophages (Mond &f &/,
1989).

Une derniére technique, utilisée sans adjuvant, évitant ainsi les
problémes de toxicité liés & I'emploi de ces substances (Nilsson and
Larsson, 1990), consiste a adsorber 1'antigéne sur un support tel que
de l1a nitrocellulose ou a le coupler a des billes de sépharoses
(Nilsson «f a/, 1987). II s'agit ici d'un dépot intrasplénique
impliquant une anesthésie de la souris. L'avantage d'une telle
technique serait de réduire considérablement la quantité d'antigéne
nécessaire (Nilsson and Larsson, 1990).

2.5 But du travail et stratégie de couplage

L'utilisation des anticorps comme marqueurs cytochimiques
pour reconnaitre des épitopes séquentiels ou conformationnels est
devenue courante. Les techniques de séparations a partir de colonne
d'immunoaffinité ne le sont pas moins. Mais toutes ces techniques
sont basées sur la possibilité d'obtenir des anticorps contre des
hapténes, parfois obtenus en de trés faibles quantités.

C'est dans le but de mettre au point une technique simple de
production d'anticorps a partir de faibles quantités de
polysaccharidiques que ce travail a été entrepris.

Ainsi, au départ de chaines latérales de pectines natives isolées
du surnageant de cultures de cellules, plusieurs techniques
dimmunisation ont été réalisées afin de déterminer le polysérum
offrant le plus de possibilités quant 4 son contenu en anticorps.
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COMPOSITION DES SELS DE MURASHIGE ET SK00G

CaCl12.2H20 440,00 mg/1
CoC12.6H20 0,025 mg/1
CuS04.5H20 0,025 mg/1
FeNaEDTA 36,70 mg/1
H3B03 6,20 mg/1
KH2P04 170,00 mg/1
Kl 0,83 mg/1
KNO3 1900,00 mg/1
MgS04.7H20 370,00 mg/1
MnS04.4H20 22,30 mg/1
Na2M004.2H20 0,25 mg/1
NH4NO 1650,00 mg/1
InS04.7H20 8,60 mg/1
Inositol 100,00 mg/1
Acide nicotinique 0,50 mg/1
Thiamine HCI 0,10 mg/1
Pyriodoxine HCI 0,50 mg/1
Glycine 2,00 mg/1

Tableau 3.1 Ensemble des sels entrant dans la
composition du milieu de culture.



. 1iCUTe &N 8SUS
carotls (Zryd, 1988)
1 e g

La culture de cellules en suspension de ZAsicus owolls
nécessite le passage en phase cal. La callogénése est amorcée sur
une boite de Pétri stérile contenant un milieu autoclavé a 121 °C (1
bar) pendant 20 minutes. On dépose sur ce milieu solide des cubes
de racine désinfectée comprenant une portion de cambium.

Dsinfection e la racine

- Tremper la racine, lavée et épluchée, pendant 10 secondes
dans une solution d'éthanol a 70 & ;

- Laisser tremper la racine pendant 15 minutes dans une
soluton d’hypochlorite de sodium a 50 et 0,2 ® de Tween 80
(Fluka) en agitant de temps en temps.

Composition du milfen de calfogenése -(pour 1 litre de milieu)

- Milieu de Murashige and Skoog 4,708 g
(Flow laboratories)

- Sucrose (Merck) 30,000 ¢

- 2,4-D (Sigma) 0,001¢g

- kinétine (Fluka) 0,0002 g

- agar (Sigma) 8,000¢g

Le pH de la solution finale est ajusté a 5,7.
fnftiation des cullures an suspansion .

Des cals 3gés de 4 semaines sont hachés a l'aide de lames de
scalpel stériles et déposés dans des erlenmeyers de 250 ml & col
large contenant un milieu de culture liquide autoclavé a 121°C (1
bar) pendant 20 minutes. Le volume de culture est de 100 mil.
L'oxygénation des cultures se fait sur un agitateur horizontal vsK 75
Edmund Bilher & 100 tours / minute en chambre de culture
(luminosité 1000 lux et température constante de 25°C).
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Composition du milfen de culture lguide  (pour 1 litre de
milieu)

- Milieu de Murashige and Skoog 4,708 ¢
(Flow)

- Sucrose (Merck) 30,000¢g

- 2,4-D (Sigma) 0,001¢g

La solution finale est ajustée a un pH de 5,7.

3,1.2 Mode de repiquage

Nous avons utilisé deux méthodes pour repiquer les cellules.

1. Repiquage par dilution : on préléve un volume de milieu
aprés 15 jours de culture et on le dilue dans un milieu frais dans un
rapport 1:10.

2. Repiquage "a la spatule” : les cellules sont récupérées sur un
verre fritté stérile (Duren Mainz Jena® Glas n°1). Cette technique
permet ainsi de prélever la totalité du milieu de culture. Les cellules

sont ensuite réparties 3 la spatule entre de nouvelles fioles de
culture.

.2 Purification des polysaccharid iques

i} dus eant

- Prélever le surnageant des cultures en suspension de i

carolis aprés 15 jours ;

- centrifuger;

- Filtrer sur verre fritté ;

- Filtrer sur Whatman GF/A ;

- Filtrer sur papier Wathman 42 ;

- Le surnageant est ensuite concentré et dialysé au moyen d'un
concentrateur AMICON CH2/CH24A & fibres creuses.

lilisstion Ju conoentraleur amicon .

- Rincer la cartouche au moyen d'eau déminéralisée (résistivité
de l'eau : 1,5 MQ ¢m - 1) durant 15 minutes ;

- Rincer la cartouche au moyen de NaOH 0,1 N durant 15
minutes;

- Rincer 1a cartouche au moyen d'eau déminéralisée durant 15
minutes;




- Concentrer la solution jusqu'a obtenir le volume désiré. Pour
dialyser (diafiltrer), ajouter & la solution un volume de
tampon et
concentrer a nouveau.

ction d lysaccharides tiques

Plusieurs types de méthodes sont couramment employés. Un
premier se base sur la précipitation sélective par acétate de cuivre
(Cartier, 1986) ou par éthanol (Mc Neil #f 3/ , 1984). On peut aussi
utiliser une colonne échangeuse d'anions qui retiendra les pectines.

3.2.2.1 Précipitation a l'acétate de cuivre (Cartier, 1986)

- Ajouter au surnageant filtré et dialysé de l'acétate de cuivre
8% (UCB) dans un rapport volumique de 1:8. Placer la solution
une nuit a 4° C;

- Centrifuger durant 5 minutes 4 1600 g;

- Laver le précipité a 1'éthanol 50% ;

- Décomplexer le cuivre dans une solution éthanol §0%, HCI 5% ;

- Dialyser contre de l'eau déminéralisée. On utilise un saca
dialyse en cellulose avec un cut-off de 10000 daitons (Medicell
international Ltd., 3-20/32").

3.2.2.2 Précipitation a 1'éthanol (Mc Neil o2&/, 1984)

- Ajouter au surnageant filtré et dialysé 2,33 volumes
d'éthanol. Placer l1a solution une nuit a 4°C;

- Centrifuger durant 5 minutes a 1600 g;

- Récupérer le précipité dans un tampon KH2PO4 10 mM,
pH7.0;

- Dialyser contre de l'eau déminéralisée.

3.2.2.3 Séparation par colonne échangeuse d'anions

Ce protocole nous a été¢ communiqué par le Dr Thibault de 1'Université
de Nantes.

Le gel utilisé est un gel fortement basique : Sephadex QAE 425
(Pharmacia). La capacité totale du gel est de 3 meq/g et la capacité
accessible est de 5 g/100 ml. Le gel est utilisé dans de l'eau
désionisée. On utilise une colonne de 20 x 0,75 ¢m (18 ¢m de gel, soit
un volume de 31 mi et une capacité d'échange totale de 4,65 meq.).

Un débit de 25 ml. h-1 est assuré par une pompe péristaitique LKB
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2132 (débit naturel de 1a colonne 40 ml. h-1). L'élution na lieu que
lorsque tous les polysaccharides non fixés ont été lavés du gel. On
réalise la lecture a 273 nm avec un spectrophotomeétre Philips PUS740
uv/vis Scanning Spectrophotometer en utilisant une cuvette en quartz a
circulation Heima 178010-QS d'un volume de 80 pl. L'élution se réalise
au moyen d'un gradient GRADIENT MIXER GM-1 en tampon CH3COONa
allant d'une concentration nulle a celle de 0,8 M en récoltant des
fractions de 3 ml.

Aprés dosage des sucres totaux et des acides uroniques, on
récolte les fractions révélant une grande proportion d'acides
uroniques. On concentre alors les fractions rassemblées au moyen
d'un ROTAVAPOR Bichi RE111 & 40°C jusquia obtenir un volume
d'environ 20 ml.

3.2.3 Isolement des chaines latérales

Diverses techniques sont utilisables. On peut faire une digestion
enzymatique du squelette d'acides uroniques grace a une
endopolygalacturonase (Mc Neil f &/ , 1984). On peut aussi f-
éliminer a4 partir des acides uroniques terminaux ou estérifiés
(Thibault, 1983). Cette méthode détachera les unités d'acides
uroniques, ne laissant que les chaines latérales puisque tous les
acides uroniques des pectines hérissées sont estérifiés (Kohn and
Luknar, 1977).

3.2.3.1 Par digestion enzymatique (Mc Neil w22/, 1984)

Pour digérer le squelette d'acides uroniques, nous avons utilisé
une endopolygalacturonase (Sigma). Une unité d'enzyme libére 1
micromdle  d'acide  galacturonique &  partir d'acide
polygalacturonique en 1 minute, 2 pH 4,0 et & 25°C. Cependant,
l'enzyme ne peut digérer la pectine estérifiée (Thibault, 1983).
L'échantillon a donc été préalablement désestérifié.

Désostdrification

- Amener le pH de la solution & désestérifier & 12,0 par ajout
de NaOH et laisser 2 heures dans de la glace salée ;

- Neutraliser par de l'acide acétique ;

- Dialyser contre CH3COONa 50 mM, pH5,2.

Dygestion enzymaliqus

- Pour un volume de 50 ml de tampon CH3COONa 50 mM, pH
5,2, ajouter 0,11 unité d'endopolygalacturonase (Sigma).
Incuber 3 heuresa 30°C;

- Centrifuger a 10000 g pendant 15 minutes ;
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Fig 3.1 Réaction de p -élimination ( Saulnier,
1987).

Gamme étalon pour le dosage des sucres neuvtres

y=-0,0172 + 0,0201x R=1,00
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Fig 3.2 Gamme étalon pour le dosage des sucres
neutres par la méthode de Dubois. La droite
d'étalonnage a été construite par mélange des
différents sucres susceptibles de se retrouver dans
le polysaccharide.
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- Collecter le surnageant et digérer une nouvelle fois le culot de
la méme maniére que précédemment ;

- Filtrer les surnageants réunis sur filtre Whatman GF/A ;

- Dialyser les filtrats contre de 1'eau déminéralisée.

3.2.3.2 Par p-élimination (Thibault, 1983)

I1 s'agit ici d'une dégradation chimique du squelette d'acides
uroniques. Pour pouvoir étre B-éliminés, les unités d'acides
uroniques doivent étre terminales ou estérifiées :

- Amener l'échantillon & un volume de 50 ml dans un tampon

Na2HPO4 100 mM, pH 5,6 ;
- B-éliminer 2 heures a 85 °C ;
- Dialyser contre de 1'eau déminéralisée.

3.3 Analyse chimique

3.3.1 Dosages colorimétriques

2.3.1.1 Dosage des oses neutres par la méthode de Dubois
(Dubols #2a/, 1956)

Razctifs
Acide sulfurique P.A. 97-98%(Merck)
Phénol (Merck)

Mode opdratotre

On prépare une solution de phénol 2 80%. Dans un volume de
400 p1 de solution de sucre, on ajoute 10 pl de phénola 80 % et 1 ml
d'acide sulfurique & 98%. On laisse reposer pendant 10 minutes. Les
tubes sont ensuite agités et placés pendant 15 minutes dans un

bain-marie a 25-30°C. On lit ensuite 'absorbance a 485 nm.

La gamme étalon utilisée est une solution & 1 mg/ml de chacun des
sucres susceptibles de se retrouver dans le polysaccharide étudié, ¢'est a dire :
glucose, galactose, arabinose, fucose, xylose, mannose, rhamnose.

3.3.1.2 Dosage des acides uroniques au métahydroxybiphényle
(Mc Neil ©f 3/, 1984)

Réaclifs

Solution de métahydroxybiphényle (3-phényl phénol 90R
(Aldrich) & 0,15% dans du NaOH 0,05%)

Acide sulfurique P.A. 97-98% (Merck)
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Fig . 33 Gamme étalon d'acide homopoly-
galacturonique (sigma) pour le dosage des acides
uroniques par la méthode au
métahydroxybiphényle.

Gamme étalon pour le dosage auw DNSA
y = -0,0463 + 0,0014x R =1,00

Absorbance 4 540 nm
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Fig 3.4 Gamme étalon d'acide galacturonique
(sigma) pour le dosage des sucres réducteurs.

Gamme étalon pour le dosage des protéimes
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Absgorbance & 660 nm

0,0 4 T T
0 100 200

Concentration en microgramme/ml

Fig 3.5 Gamme étalon de BSA pour le dosage des
protéines par la méthode de Folin.
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Mode opératolrs

On ajoute a 200l de solution, dans un bain de glace, 1 ml
d'acide sulfurique concentré a 98%. Les tubes sont agités puis placés
durant 5 minutes dans un bain chauffant a 100°C. Aprés
refroidissement dans de la glace, on ajoute 20 pl de solution de
métahydroxybiphénile. On place ensuite les tubes durant 15
minutes a l'obscurité. On lit l'absorbance, aprés homogénéisation, a

520 nm.

Pour le dosage des acides uroniques, nous avons utilisé une gamme
étalon d'acides pectiques (Sigma). Il existe cependant une trés légére
interférence due aux oses neutres.

3.3.1.3 Dosage des sucres réducteurs par la méthode a l'acide
dinitrosalicylique (DNSA) (Fry, 1988)

Réactifs
DNSA : - 500 ml d'eau déminéralisée
- 8 g de NaOH

- 150 g de tartrate double Na*-K+ (Merck)
- 5 g d'acide de DNSA

Mode opératoire
A 1 mil d'échantillon, on ajoute 1 ml du réactif précédent, puis
on place les tubes au bain-marie a 100°C pendant 5 minutes. On

ajoute ensuite 5ml d'eau déminéralisée et on lit 1'absorbance a 540
nm.

Nous avons utilisé une gamme étalon sur acide galacturonique.

3.3.1.4 Dosage des protéines par la méthode de Folin (Lowry e
&/, 1951)

Le dosage des protéines a été réalisé suivant la méthode de
Lowry.
Nous avons utilisé une gamme étalon sur BSA (Sigma).

3.2 Dosage qualitatif sur couche mince : révélation a l'orcinol

sulfurique

Rasctifs
Solution d'orcinol (UCB) & 0,12 dans de 1'acide sulfurique & 708
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Mode opératoire

On dépose 3 ul de chaque fraction sur une plaque de silice en
couche mince (TLC aluminium sheets silica gel 60 20x20 - 0,2 mm silice
Merck). La solution d'orcinol sulfurique est vaporisée et la plaque est
ensuite incubée & 100°C pendant 15 minutes. Les fractions positives
sont rapidement repérées par un changement de coloration de la
solution d'orcinol.

euse

L'intérét de la chromatographie en phase gazeuse est de
pouvoir quantifier chacun des sucres constitutifs du polysaccharide.
Pour ce faire, deux méthodes seront utilisées. La premiére, par
transformation en acétates d'alditols, nous donne un
chromatographe facilement interprétable, mais ne permet pas de
détecter la présence d'acides uroniques. La seconde, par dérivation
en Trimethylsilyl, permet de détecter de tels sucres. Toutefois, le
chromatographe est complexe car plusieurs dérivés peuvent se
former & partir d'un méme résidu (Mc Neil o8/ , 1984 ; Sweeley of
&/, 1963).

Frincipe

Les échantillons volatils sont injectés dans le chromatographe,
vaporisés au niveau de la chambre d'injection et entrainés par un gaz porteur
(Hélium) constituant la phese mobile. L'échantillon passe slors dans une
¢olonne contenant la phase stationnaire. Les différentes molécules contenues
dans 1'échantillon interagissent avec cette phase stationnaire, ¢ce qui se donne
par un temps de rétention plus ou moins long. En sortie de colonne, le passage
d'une substance dens le détecteur & flamme se traduit per une différence de
potentiel proportionnelle & la concentration de cette substance.

3.3.3.1 Méthode des acétates d'alditols

Dans cette méthode, les monomeéres sont d'abord réduits puis
acétylés afin de les rendre volatils.

Frotocole expérimantal

- Hydrolyse du polysaccharide avec du TFA (Aldrich) 2N
pendant 2 heures a 120°C dans un tube pyrex
hermétiquement fermé ;

- Evaporation du TFA sous vide & 40°C au rotavapor, suivie de
3 évaporations a 1'éthanol jusqua dessication compléte du
résidu final ;
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- Réduction des monomeéres libérés : on prépare une solution
fraiche de NaBH4 (Janssen) & 10mg/ml dans du NH4OH
(Merck) 1 M. Au résidu sec, on ajoute 250 pl de la solution
réductrice. Les tubes sont alors placés, ouverts, dans un bain
thermostatisé a 60°C pendant 1 heure;

- Arrét de la réduction par 3ou 4 gouttes d'acide acétique
glacial (UCB) ;

- Premiére évaporation jusqu'a obtention d'une péte ;

- Resuspension de cette pate dans 250 1 d'un mélange
méthanol (Merck)/acide acétique (Merck) dans un rapport 9:1
et évaporation sous flux d'azote. On recommence cette
opération deux fois en veillant a ce que le résidu soit sec
entre les deux évaporations;

- Nouvelle série de trois évaporations avec 250 pl de méthanol;

- Acétylation : Cette étape se réalise par ajout au résidu sec de
200 pl d'anhydride acétique (Merck) et de 100 pl de pyridine
(Merck) comme catalyseur. Aprés 20 minutesd 120 °C, les
tubes sont refroidis sous eau courante ;

- Ajout de deux fois 400pul de toluéne (Merck), avec
évaporation a sec ;

- On ajoute ensuite au résidu sec 0,5 mi de dichlorométhane
(Rathburn) et 0,5 ml d'eau déminéralisée. Il se forme alors
deux phases (il est parfois nécessaire de centrifuger pour
bien séparer les deux phases).

-0On récupére la phase organique inférieure a l'aide d'une
pipette Pasteur et on évapore le dichlorométhane sous flux
d'azote. On réalise encore deux ajouts et deux évaporations
avant de resuspendre le résidu sec dans le volume adéquat de
dichlorométhane.

On injecte finalement les acétates d'alditols dans un
chromatographe en phase gazeuse Hewlett Packard HP 5890. Les
acétates d'alditols sont séparés sur une colonne capillaire de 15 m
de long et de 0,25 mm de diamétre intérieur. La phase stationnaire,
trés polaire, est constituée de bicyanopropylphényl polysilosane
sous la forme d'un film de 0,20 ym d'épaisseur.
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Les paramétres d'analyse sont :
- plit : 12:1
- colonne : type SP2330 (Supelco)
- température du four : 240°C
- température du détecteur : 300°C
- Température de l'injecteur : 300°C
- Pression en téte de colonne : 150 kPa
- Volume injecté : 1 pl

On utilise comme standard, un mélange des oses neutres : rhamnose,
fucose, arabinose, xylose, mannose, galactose, glucose et inositol, ¢ce dernier
comme standard interne.

3.3.3.2 Dérivés Triméthylsilyls (TMS)

Cette dérivation transforme les monoméres en éthers de
méthyls glycosides.

Protocole expérimental .

- Hydrolyser le polysaccharide avec du TFA 2N pendant 2
heures & 120°C dans un tube pyrex hermétiquement fermé ;

- Evaporer le TFA sous vide a 40°C, au moyen d'un rotavapor,
évaporer trois foisa 1'éthanol (jusqu'a dessication compléte
du résidu final) ;

- Estérification : ajouter 500 pl de méthanol-HCl (Fluke) et
placer dans une étuve & 80°C pendant 15 heures. On stoppe
la réaction en ajoutant 200 pl de ter-butyl alcool (Janssen) .
On évapore ensuite sous flux d'azote, & température ambiante

- Silylation : on ajoute ensuite 500 pl de mélange TMS (0,5 mil
de pyridine, 0,05 ml de triméthyichlorosilane (Aldrich), 0,01
ml d’hexaméthyldisilazane (Aldrich)) et on incube 20 minutes
a 80°C;

- On évapore sous flux d'azote et on ajoute 1ml d'hexane
(Aldrich). On centrifuge et on récupére 500 ul de surnageant
que l'on évapore a nouveau ;

- on récupére le résidu sec dans 100pl d'hexane.
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On injecte dans le chromatographe en phase gazeuse. Les
dérivés TMS sont séparés sur une colonne capillaire de 12 m de long
sur 0,2 mm de diamétre intérieur. La phase stationnaire est
constituée de méthylsilicone apolaire sous la forme d'un film de 0,33
pm d'épaisseur. La colonne nous a été aimablement prétée par le
laboratoire de biochimie cellulaire (Prof. ]. Remacle).

Les paramétres d'analyse sont :

- Split : 12:1

- colonne : type HP-1 (Hewlett Packard)

- température du four: on démarre a une
température initiale de 150°C, la température
grimpe ensuite a un taux de 2 °C/minute jusqu'a
180°C, puis a2 un taux de 30°C/ minute jusqua
275°C. La température décroit alors a un taux de
30°C/ minute jusqua revenir a la température
initiale.

- température du détecteur : 300°C

- température de l'injecteur : 300°C

- Pression en téte de colonne : 170 kPa

- Volume injecté : 1 pl

On utilise la méme gamme de standard que pour les acétates d'alditols, en
¥ ajoutant de 1'acide galacturonique.

3.4 Techniques d'immunisation

14.1] isalt T

3.4.1.1 Couplage du polysaccharide

Le polysaccharide isolé a été couplé a l'albumine sérique
bovine méthylée, qui réagit avec les groupements carboxyliques des

derniers acides uroniques de la chaine latérale de pectine, formant
ainsi une liaison (Liners #¢4/, 1989)

Maldrfe!
Albumine bovine méthylée (Sigma)
Solution de chaines latérales & 200 pg/mi

FProtocole(Liners of &/, 1989)
Ajouter 0,2 mg de BSA méthylée par ml de solution de chaines
latérales & 200 pg/ml, sous agitation.
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3.4.1.2 Formation du mélange d'immunisation intrapéritonéale

Matériel
Adjuvant de Freund complet (FAc) (Gibeo)
Adjuvant de Freund incomplet (FA) (Gibco)

Frotoofe

L'immunisation primaire se fait avec 1'émuision que forme le
mélange de l'antigéne et du FAc (rapport des volumes : 1:1). Un lot
de 4 souris syngéniques BALB/c a été immunisé par une injection
intrapéritonéale de 0,5 ml de ce mélange.

Les rappels se font selon le protocole de Mooreet &/ (1986),
c'est & dire 1, 2 puis 9 semaines aprés l'immunisation primaire en
remplacant 1'adjuvant complet par de l'incomplet.

342 Immunisation par vole intrasplénique (Nilsson e &/ ,
1987)

3.4.2.1 Adsorption de l'antigéne sur la nitrocellulose

Adsorption de chaines latdrales seules .
Des morceaux de nitrocellulose (Millipore) de 1 ¢mZ sont
saturés une nuit dans une solution de chaines latérales a 200 pg /ml.

On dépose ensuite, par voie intrasplénique, des morceaux de 1 mm2
chez 2 souris syngéniques BALB/c.

Adsorption de chatnes latérales couplées & 1z BSA methylee

Méme protocole en remplagant les chaines latérales par une
solution de chaines couplées & la BSA méthylée. On immunise ainsi 2
souris syngéniques BALB/c par dépét intrasplénique.

3.4.2.2 Couplage de l'antigéne au Sépharose 4B

Pour réaliser ce couplage, les chaines latérales doivent
obligatoirement étre déjd couplées & la BSA méthylée. En effet,
puisqu'il s'agit d'un couplage au bromure de cyanogéne, il fait
intervenir les groupements -OH du Sépharose et les extrémités
-NH2 d'une protéine.
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Matdrie!

Sépharose 4B (Pharmacia)

Solution de chaines latérales-BSA méthylée

Solution de BrCN 1M (Fluka)

Acétone (Vel)

Triethylamine (Resco-Trade)

Tampon CBS (carbonate buffer saline) : NaCl  0,2M
NaHCO3 0,1M
pPH 9,0

Ethanolamine (Resco-Trade)

Tampon PBS (phosphate buffer saline) : NaH2PO4 1,44g/1
KH2PO4 0,2g/1

KCl 0,2 g/l
NaCl 0,2 g/
PH 75

Frotocole

- Laver 6 fois le sépharose 4B dans de l'acétone 60% ;

- Ajouter au goutte a goutte, 100 pl de bromure de cyanogéne
1 M 2 403 pl de sépharose 4B dans un milieu a - 17°C (alcool
préalablement placé a -17°C) ;

- Laisser 2 minutesa - 17°C;

- Ajouter 100 pl de triéthylamine 1,5 M ;

- Laisser 5 minutes a température ambiante ;

- Laver successivement 3 fois a 1'acétone 608, 3 fois a 1'acétone
308, 3 fois dans de 1'eau déminéralisée, 3 fois dans du tampon
CBS;

- Ajouter 1 ml de solution de chaines latérales-BSA méthylée ;

- Laisser 1 nuit a 4°C;

- Laver 6 fois dans du tampon CBS ;

- Laver 6 fois dans du tampon PBS.

On injecte ensuite 10 pl d'antigénes couplés au sépharose par
voie intrasplénique, chez 4 souris syngéniques BALB/¢.

3.4.2.3 Immunisation intrasplénique

L'immunisation intrasplénique est une opération qui nécessite
l'anesthésie de la souris. Les conditions de stérilité doivent
également étre remplies puisquil faut inciser la cavité abdominale.
A cet effet, les instruments sont préalablement stérilisés dans un
four a chaleur séche (50 minutes a 120°C).
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Photo 3.1 : Cliché d'une souris BALB/c anesthésiée. La rate a été
exposée en vue de I'immunisation intrasplénique.
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Fig 3.8 Test en dot blot : L'antigéne est immobilisé
sur de la nitrocellulose et sera reconnu par un
anticorps spécifique. Cet anticorps est ensuite lui-
méme reconnu par un anti-anticorps couplé a une
enzyme.



Matsrie!

Atropine sulfate (Sterop)

Nembutal® (Pentobarbital sodique, CEVA)
Isobétadine (Polyvidone-iode 10%, Belgana)

Trousse de dissection stérile

Spitalen (Smith-Kline-RIT)

Fil & suturer résorbable (5,0 Vicryl, Ethicon)

Fil & suturer non résorbable (6,6 Polyamide, Ethicon)
Solution spray d'aluminium (Vétoquinol, Psyphac)

Frotocole

- Peser la souris ;

- Prémédication : injecter par voie intrapéritonéale 1 mg/kg de
sulfate datropine concentré a 05mg/mil; Laisser agir
pendant & minutes ;

- Anesthésie : injecter par vole intrapéritonéale 0,05 mg/g de
Nembutal concentré a 60 mg/ml; Laisser agir pendant 10
minutes ;

- Opération : Raser 1'animal sur le flanc gauche, de la ceinture
scapulaire jusquau niveau du diaphragme ; Appliquer de
1'Isobétadine sur la peau ;

- Inciser 1a peau a gauche de la ligne mi-scapulaire sur environ
10 mm. Inciser les muscles abdominaux de la méme maniére;

- Repérer puis isoler 1a rate ;

- Immunisation: Enfouir les morceaux de nitrocellulose dans les
tissus internes de la rate. S'il s'agit du dépdt des billes de

Sépharose, injecter 10 pl par une aiguille large ;

- Suturer les plans musculaires au moyen de fil résorbable ;

- Saupoudrer le plan musculaire de Spitalen ;

- Suturer l'incision cutanée au moyen de fil non résorbable ;

- Appliquer la solution d'aluminium.

3.5 Analyse des polysérums et tests ayant recours
aux anticorps (Clark #£a/ , 1986)

3.5.1 Test en ¢ ot sur nitrocellulose

Ce test consiste a faire adsorber l'antigéne sur une membrane
de nitrocellulose. On incube ensuite la membrane dans les antiséra,
l'excés d'anticorps non fixé est éliminé. La présence d'anticorps fixés
est révélée par la liaison d'un deuxiéme anticorps couplé a une
enzyme et reconnaissant le premier : l'activité de l'enzyme indique
s'il y a eu reconnaissance de l'antisérum (résultat qualitatif).
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Matdrie!

- nitrocellulose (Millipore)

- sérum de cheval (Gitco)

- 1g de cheval anti-souris couplée a la peroxydase (Amershem)

- diaminobenzidine (Sigma)

- eau oxygénée (UCB)

- tampon TBS
TRIS (Tris-(hydroxyméthyl)-aminométhane) (Fluka) 20 mM
NaCl (Merck) 500 mM
ajusté a pH 7,5

- Tween 20 (Merck)

Frotocole

- Déposer 4 pl de chaque solution sur la membrane de
nitrocellulose et laisser pénétrer I'échantillon jusqua
disparition du dépét ;

- Incuber une nuit a 4°C dans une solution de saturation :10%
sérum de cheval en TBS ;

- Incuber les membranes 1 heure a température ambiante

dans les polyséra dilués 20 fois dans 1% de sérum de
cheval en

TBS;

- Effectuer trois lavages de 10 minutes dans 0,18 de Tween en
TBS sous agitation ;

- Incuber ensuite les membranes dans le deuxiéme anticorps
couplé a la peroxydase dilué 500 fois dans du sérum de
chevala 1 8 en TBS;

- Effectuer trois lavages de 10 minutes dans 0,1% de Tween en

TBS sous agitation ;
- Révéler par : Tampon Tris -HCl 50 mM, pH 7,5
DAB 0,058
H202 0,03%
- Stopper la réaction enzymatique en trempant les membranes
de nitrocellulose dans HC1 0,1 N.

3.5.2 Test ELISA

Ce test a été réalisé au moyen d'un anticorps dirigé contre la
pectine acide : le 2F4 (Liners ## 3/, 1989). Le principe est identique
a celui du dot blot, mais le test se fait dans des puits (plaque de
microtitration PVC, Flow).
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Matérie!
- Poly-L-lysine (Sigma)
- Solution de pectine a 200 pg/mi
- Tampon NaCa NaCl (Merck) 150 mM
CaCl2 (Merck) 1mM
- Gélatine (Sigma)
- Ig de cheval anti-souris couplé a la peroxydase (Amersham)
-2,2-Azino-di-(3-éthyl-benzothiazolinsulfonate)(ABTS)
(Boerhinger)
- H202 (UCB)
- Tampon citrate NagHPO4 (Merck) 20,5g/1
Acide citrique (UCB) 8,9g/1
ajusté a pH 5,6

Frotocole
Par puits
-Déposer 50 pl de poly-L-lysine 0,05 mg/mi, laisser une
heure a température ambiante ;
- Eliminer la poly-L-lysine et déposer 50 pl d'échantillon
en tampon NaCa, laisser une nuit a 4°C ;
- Eliminer les échantillon ; saturer par 200 pl de gélatine a 200
pg/mli, laisser 2 heures a 37°C;
- Eliminer la gélatine ; déposer 50 ul d'anticorps primaire dilué
80 fois dans du NaCa, laisser 1 heure a 37°C;
- Laver 6 fois dans du tampon NaCa ;
- Déposer 50 pl d'anticorps secondaire, laisser 1 heure a 37°C ;
- Laver 6 fois dans du tampon NaCa ;
- Déposer 100 pl de solution de révélation : ABTS 8 mg
H202 50 pul
Tp citrate 12 ml
- Laisser 15 minutes a 37°C ;
- Lire I'absorbance & 405 nm sur un lecteur ELISA Titertek




Surnageant purifié et dialysé

Precipitation
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v
Chaines latérales isolées

Fig 4.1 Schéma général des étapes d'isolement du
polysacchar ide.
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Ce chapitre comprend deux parties principales : la premiére
s'intéressera & l'isolement des chaines latérales et a l'analyse du
matériau d'immunisation. La seconde partie sera consacrée aux
analyses des polyséra obtenus.

¢ 1 Isol P

Dans le but d'obtenir une méthode d'isolement valable et d'un
rendement suffisant, nous avons testé différents protocoles. Au départ
de 50 ml de surnageant de cellules en suspension, nous avons effectué
l'isolement et transformé les échantillons en acétates d'alditols pour
connaitre leur composition en sucres.

Dans chacun des isolements, nous avons tenté de prélever les
fractions susceptibles de contenir des chaines latérales. Pour cela, nous
avons dii séparer les parties hérissées, & chaines latérales nombreuses,
des parties lisses, sans chaines latérales. Nous avons ensuite réduit au
maximum la quantité d'acides uroniques (par digestion enzymatique
ou B-élimination).

Malgré des méthodes de cultures identiques, la composition en
polysaccharides des surnageants varie. Ces variations pourraient avoir
une influence sur le résultat des séparations. De plus, les techniques
utilisées ne se basent pas sur une seule propriété physico-chimique
précise, mais elles permettent des séparations qualitatives
difficilement réalisables par d'autres moyens (Fry, 1988).

Nous avons utilisé la méthode au métahydroxybiphényle pour la
détection des acides uroniques. Ceux-¢i peuvent se retrouver sous
forme estérifiée (dans les parties hérissées des pectines) ou non (dans
les parties lisses des pectines). Le degré d'estérification influencerait
la précision du dosage des acides uroniques dans le sens d'une sous-

estimation (Thibault, 1983). Les résultats de ces dosages doivent donc
étre pris avec une certaine prudence.

REMARQUE :La charge en protéines du surnageant a été dosée et s'est
avérée trop faible pour interférer avec le dosage des polysaccharides.

4.1.1 Isolement par précipitation et digestion enzymatique
4.1.1.1 Précipitation par acétate de cuivre
Les étapes de séparation suivies étaient :

1/ Précipitation par acétate de cuivre;
2/ Désestérification
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3/ Digestion enzymatique a l'endopoly-
galacturonase;

4/ Passage sur colonne QAE Sephadex A25.
Elution par un gradient en chlorure
d'imidazole allant de 0,04 0,8 M.

Echange d'ions sur QAE Sephadex A2Y

250

200 F2ACCU :
B F3AGCU ¢ ac. uroniques
‘ ) 3 O oses neutres

Concentration en microgrammes/mi

Volume d'élution (ml) en chlorure d’imidazole
Fig 4.2 Dosage des oses neutres et acides uroniques
des fractions en sortie de colonne échangeuse
d'anions QAE Sephadex A25. L'échantillon a été
précipité a 1'acétate de cuivre et digéré a 1'EPG.

Le chromatogramme montre une élution d'acides uroniques aux
faibles forces ioniques (fraction F1AcCu), suivie vers la moitié du
gradient, par deux pics d'oses neutres (fractions F2AcCu et F3AcCu).
Ces deux derniéres fractions semblaient quitter le gel
indépendamment d'acides uroniques, pour autant que le dosage au
métahydroxybiphényle soit fiable.

L'élution rapide de F1AcCu pourrait s'expliquer par son faible
contenu en acides uroniques non estérifiés et leur distribution par
rapport aux acides méthylestérifiés et aux sucres neutres dans la
chaine pectique. Une meilleure fixation des acides uroniques non
estérifiés, méme en petite quantité, mais disposés en chaine
homopolygalacturonique, retarderait la désorption des fractions
F2AcCu et F3AcCu.

Ces trois échantillons contenaient des oses neutres et des acides
uroniques : 0,766 mg et 0,296 mg respectivement pour FlAcCu ; 1,1
mg et 0,0 mg pour F2AcCu ; 1,0 mg et 0,0 mg pour F3AcCu. Le
pourcentage relatif d'oses neutres par rapport aux sucres totaux était
de 72 & pour F1AcCu, 100% pour F2AcCu et F3AcCu.
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4.1.1.2 Précipitation & 1'éthanol

Nous avons suivi les mémes étapes de séparation que pour la
précipitation a 1'acétate de cuivre, si l'on excepte 1'éthanol utilisé pour
la précipitation. Le dosage des fractions en sortie de colonne nous a
donné le schéma suivant :

Echange d’iens sur QAE Sephadex A25

[ 250

E ™ : O oses neutres
g ¢ ac. uroniques
8 150 A

g |

§ 1004 FIETOH F2ETOH

g 1 :

2

8

:

S 0 20 40 60 80

Volume d'élution (m1) en chlorure d'imidazole

Fig 4.3 Dosage des oses neutres et des acides
uroniques des fractions en sortie de colonne QAE
Sephadex A25. L'échantillon a été précipité a
I'éthanol et digéré a 1'EPG.

La quantité totale d'oses neutres récupérés était plus faible que
dans le cas d'une précipitation a l'acétate de cuivre, par le dosage au

métahydroxybiphényle, on détecte plus d'acides uroniques en sortie
de colonne.

Les fractions ont été rassemblées en deux échantillons nommés
F1EtOH (fraction 1, éthanol) et F2EtOH (fraction 2, éthanol) selon leurs
teneurs en oses neutres.

Leur composition en oses neutres et acides uroniques était
respectivement de 0,42 mg et 0,10 mg pour F1EtOH et de 0,42 mg et
0,32 mg pour F2EtOH. Le pourcentage relatif d'oses neutres par
rapport aux sucres totaux était donc de 0% pour F1EtOH et de 56%
pour F2EtOH.

La présence de chaines latérales et un taux d'estérification plus
élevé ont probablement permis une élution plus rapide de FI1EtOH,
génant une interaction forte entre le gel et les unités uroniques acides.
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4.1.1.3 Influence du tampon d'élution

Nous avons tenté d'isoler des chaines latérales en utilisant, pour
'élution de 1a colonne QAE Sephadex A25, de l'acétate de sodium en
gradient de 0,0 & 0,8M, au lieu du chlorure d'imidazole utilisé
précédemment.

Aucun changement significatif n'a été observé quand le
surnageant était précipité a éthanol et digéré a I'EPG. Par contre, le
schéma d'élution du surnageant précipité a l'acétate de cuivre et
digéré a 1'EPG en était complétement modifié.

Echange d'ions sur QAE Sephadex A25

250
200 1 0 oses neutres
] ¢ Ac. uroniques

150 A

Concentration en microgrammes/mi

Volume d’élution (m1) en acétate de sodium

Fig 4.4 Dosage des oses neutres et des acides
uroniques des fractions en sortie de colonne
échangeuse d'anions QAE Sephadex A25. Elution par
un tampon acétate de sodium de 1'échantillon
précipité a 1'acétate de cuivre et digéré a I'EPG.

Trés peu d'acides uroniques ont quitté le gel. Ceci s'explique par
le fait que les pectines non estérifiées, solubles dans un tampon de
chlorure d'imidazole, précipitent dans un tampon d'acétate de sodium
concentré (supérieur & 0,5M). Les pectines non estérifiées, qui
forment des agrégats ou/et des gels en présence de cations
métalliques, peuvent en effet précipiter en présence de sodium

concentré. Seules les pectines hérissées, 4 haut taux d'estérification,
seront ainsi décrochées (Mc Neil o7&/, 1984).

4.1.2 Méthode par f-élimination

L'isolement a été effectué comme suit :
1/ Passage sur une colonne QAE Sephadex

A25, élution en gradient dacétate de
sodium
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allant de 0,02 0,8 M ;
2/ p-élimination de I'échantillon recueilli.

Les fractions recueillies en sortie de colonne échangeuse d'anions
ont été dosées.

Echange d'ions sur QAE Sephadex A25

E 300

E e FB(NA) O oses neutres
? 200 - ¢ ac. uroniques
L ‘

g8 150

5 4

g 100 .

5 50

“ -

§ o “

S 0 20 40 60 80

Volume d'élution (m1) en acétate de sodium
Fig 4.5 Dosage des oses neutres et des acides
uroniques en sortie de colonne QAE Sephadex A2S5.
Le surnageant a été déposé dialysé (cfr texte).

L'élution en tampon acétate de sodium n' a permis que 1'élution
des parties hérissées des pectines.

Les fractions ont été collectées et rassemblées en un échantillon
nommé Fp(Na) (fraction p-éliminée, tampon acétate de sodium pour
élution). Sa composition en oses neutres et acides uroniques, aprés [i-
élimination, était de 1,7 mg et 0,21 mg respectivement. Le

pourcentage relatif d'oses neutres par rapport aux sucres totaux était
donc de 89%.

4.1.2.1 La B-élimination

Cette réaction chimique élimine les acides uroniques terminaux
ou estérifiés en créant des unités insaturées. On peut suivre
I'évolution quantitative de ces groupements en mesurant 1'absorbance
de la solution f-éliminée a 235 nm (Thibault, 1933). Cette réaction se
déroule normalement en milieu basique. Pourtant, nous avons du
dégrader les chaines pectiques estérifiées & pH 5,6. En effet, il nous
fallait réaliser un compromis entre la p-élimination et la préservation

des groupements esters, 1a désestérification se passant également en
milieu basique (Thibault, 1983 ; Fry, 1988)
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Evolution de 12 B-élimination au cours du temps

1,2
1,0
;

0,8 A

ABS & 235nm

0,6 )

0,4 1

0,2 T -r
0 S0 100

Temps (min.)

Fig 4.6 Evolution du nombre de groupements
insaturés au cours d'une B -élimination sur un
échantillon de pectines isolées sur DEAE Sephadex
AS0.

La p-élimination est surtout effective durant les 15 premiéres
minutes. Une dégradation oxydative des produits serait 1a cause de la
diminution d'absorbance observée aprés cette période (Pazur, 1986).

D'autre part, nous avons effectué un test en ot dfofau moyen
du 2F4 qui reconnait la pectine acide (Liners #f &/, 1989). Une
aliquote de pectine estérifiée a été p-éliminée puis séparée en deux
parties, dont une a été désestérifiée a pH 12,0 afin de permettre une
reconnaissance par le 2F4 de portions non dégradées eventuelles.
Nous avons ainsi vérifié qu'aprés f-élimination, aucun fragment de
pectine acide n'est plus reconnu par cet anticorps (¢cfr photo 4.1, page
39

4.1.2.2 Influence du tampon d'élution

Nous avons effectué un nouvel isolement en éluant au moyen
d'un tampon de chlorure d'imidazole. Le résultat attendu est une
sortie plus massive d'acides uroniques que lorsque nous utilisions un
tampon acétate de sodium. En effet, & force ionique élevée, les
portions lisses ne précipitent plus dans le gel et peuvent donc quitter
le gel tout autant que les parties hérissées des pectines.

Chaque fraction a été dosée au métahydroxybiphényle et par la
méthode de Dubois en sortie de colonne QAE Sephadex A25.
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Echange 4 ions sur QAE Sephadex A25

300
] FB(CI)

250 1
: 0 Oses neutres
200 - ¢ Ac. Uroniques

150
100 -

50 -

0 " T Y T > ' !
0 20 40 60 80

Concentration en microgrammes/mil

Volume d'élution (m1) en chlorure d'imidazole

Fig 4.7 Dosage des oses neutres et des acides
uroniques des fractions en sortie de colonne QAE
Sephadex A25. L'élution du surnageant dialysé
déposé s'est faite par un tampon chlorure
d'imidazole.

Nous avons observé deux zones d'élution des pectines. La
premiére, au début du gradient, correspond probablement a des
acides uroniques trés estérifiés, accompagnés d'oses neutres, sans
doute des chaines latérales. Une seconde zone d'acides uroniques non
estérifiés, qui n'a pas été observée dans l'élution a l'acétate de
sodium, quittait le gel aux forces ioniques plus élevées, ce qui était
possible avec le chlorure d'imidazole.

Les fractions ont été collectées et rassemblées en un échantillon
nommé FB(CLI) (fraction p-éliminé, tampon chlorure d'imidazole pour
I'élution). Nous aurions pu prélever un second échantillon
correspondant au second pic d'oses neutres, mais s'éluant tard, il est
cependant peu probable qu'il soit composé de portions hérissées de
pectines.

FB(CII) était composé, aprés p-élimination, de 1,50 mg d'oses
neutres et 0,15 mg d'acides uroniques, soit 90% d'oses neutres.

e des éc¢ ons en ¢ atographie e 5@
gazeuse (méthode des acétates d'alditols)

Les méthodes décrites précédemment nous ont permis d'isoler 7
échantillons.
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Composition des échantillons isolés
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Fig 4.8 Histogramme donnant la composition en
oses neutres et acides uroniques des 7 échantillons
isolés

Ceux-ci ont été hydrolysés au TFA 2 N et transformés en
acétates dalditols. Un seul échantillon nous a donné un
chromatogramme utilisable.

Le chromatogramme montrait des traces de glucose, les sucres
majoritaires étant le =xylose, le galactose et l'arabinose. Cette
composition correspond partiellement & celle des chaines latérales de
pectines extraites de racines de Dsucus carotls En effet, ces chaines
latérales sont composées de 4% de rhamnose, 29% d'arabinose, 51% de
galactose, 158 de xylose et 1,58 de glucose (Massiot 2 2f 1989). Le
polysaccharide que nous avons isolé contenait 19% d'arabinose, 69%
de galactose, 128 de xylose et des traces de glucoses. Nous n'avons pas
détecté 1a présence de rhamnose. Toutefois, nous devons tenir compte
du fait que nous ne travaillons pas sur des racines, ni méme sur des
parois isolées, mais sur un surnageant de cellules en suspensions. Ceci
pourrait étre la cause des différences observées.

La méthode des acétates dalditols ne fournit aucun
renseignement quant au contenu en acides uroniques.
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Fig 4.9 Chromatogramme des acétates d'alditols
obtenu a partir de 1'échantillon Fb(ac).

chaines latérales

Pour tous les isolements suivants, nous avons utilisé la méthode
d'isolement des chaines latérales par échange d'anions et p-
élimination. Pour rappel, le surnageant est dialysé, déposé sur colonne
échangeuse d'anions, élué par gradient d'acétate de sodium, puis la
fraction pectique récupérée est p-éliminée. Nous avons obtenu 1,7 mg
de chaines latérales a partir de 50 m1 de surnageant non concentré.

4, ce ' . tillons

En vue d'isoler des quantités plus importantes de
polysaccharides, nous avons concentré le surnageant a l'aide de fibres
creuses AMICON. Nous avons ainsi obtenu des aliquotes de 50 ml,
correspondant chacune a 300 mi de surnageant initial. Ces aliquotes
contenaient 51,0 mg d'oses neutres et 4,1 mg d'acides uroniques.

Le passage sur colonne QAE Sephadex A25 s'est effectué comme
précédemment, mais nous navons pas obtenu le méme
chromatogramme, quoique le pic d'acides uroniques soit sorti a la
méme force ionique. Nous n'avons récupéré que 17 ® des 4,1 mg
d'acides uroniques déposés, vraisemblablement suite au tampon
d'élution utilisé (acétate de sodium).

En ce qui concerne 1'élution des oses neutres, le schéma de sortie
était profondément modifié. Nous avons observé un pic de sucres non
chargés accompagnant la sortie des sucres chargés aux faibles forces
ioniques, mais en plus, certains oses neutres quittaient le gel,
apparemment, indépendamment des pectines.

AREAY

2",2':’9____.2'}{‘.',2'{““ RT AREA TYPE WIDTH

S 1.799 3123 W .858 13
2.195 1821 W . agg 47'

. :I.IIBIISE 4,890 8686 Vv .888 37,

RUN® 1142 JAN 11, 1982 22:57:82

AREAZ
20117
69751
87766
22365
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Outre les possibilités d'adsorption non spécifique des oses
neutres sur le gel (il s'agit d'un gel de glucose polymérisé en «{1-6)), il
est probable que les conditions du dosage au métahydroxybiphényle
n‘aient pas permis de détecter la présence d'acides uroniques dans ces
fractions. En effet, un test ELISA utilisant le 2F4, a reconnu toutes les
fractions éluées. Le taux de reconnaissance par l'anticorps n'a pas
donné d'information sur la quantité de pectines acides par fraction, le
test n'étant pas quantitatif (cfr schéma 4.2.2.3).

Echange d'ions sur QAE Sephadex A25

250

200 1 B Oses neutres

¢  Ac. uroniques

Concentration en microgrammes/ml

0 20 40 60 80
Volume d'élution (ml) en acétate de sodivm

Fig 4.10 Dosage des oses neutres et des acides
uroniques des fractions en sortie de colonne QAE
Sephadex A25. L'échantillon déposé, d'un volume de
o0 ml était concentré a partir de 300 ml de
surnageant pur.

La force du gel utilisé influengant la rétention des groupements
uroniques, nous nous sommes tournés vers des colonnes échangeuses
d'anions plus faibles que le QAE Sephadex A25.

4.2.2 Influence du gel échangeur d'anions

Comme nous venons de le voir, la majeure partie (83%) des
acides uroniques d'un surnageant simplement dialysé n'a pas pu étre
décrochée du gel QAE. Nous avons donc tenté de récupérer plus de
pectines & haut taux d'estérification, et donc plus de chaines latérales,
én utilisant un échangeur moins fort.
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4.2.2.1 DEAE Sephadex A50

Ce gel, moins fort que le QAE Sephadex A25, a un taux de
gonflement environ 9 fois plus élevé (80 ml pour un gramme de gel,
dans de 1'eau déminéralisée). Nous avons donc¢ du utiliser une colonne
de plus grand volume (30 ¢cm x 1,50 ¢m, 28 ¢cm de gel) et un gradient
en acétate de sodium adapté a ce volume (300 ml).

Echange d’ions sur DEAE Sephadex A50

250
200 1 B Oses neutres

] ¢ Ac. Uroniques
150

100 -

S

Concentration en microgrammes/mil

0 50 100 150 200

Volume d'élution (m1) en acétate de sodiuvm

Fig 4.11 Dosage des acides uroniques et des oses
neutres des fractions en sortie de colonne DEAE
Sephadex AS0. L'échantillon déposé contenait 51
mg d'oses neutres et 4,1 mg d'acides uroniques.

Le gel DEAE Sephadex a libéré 2,5 mg d'acides uroniques, ce qui
correspondait 2 60 ® de la quantité déposée. Nous avons a nouveau
observé un pic qui quittait le gel aux faibles forces ioniques du
gradient d'acétate de sodium, suivi immédiatement d'un second pic
beaucoup plus large. La suite de I'élution nous a donné un plateau da
peu prés 10 pg/ ml d'acides uroniques.

A nouveau, les deux pics seraient des pectines hérissées et/ou
fortement estérifiées, la fraction de plus forte concentration en oses
neutres correspondant alors aux chaines latérales de pectines.

4.2.2.2 DEAE Séphacel

L'emploi de la colonne DEAE Séphacel a été préconisé par
Thibault (communication personnelle). Le volume de gel prégonflé
utilisé était de 1,25 ml. Tous les paramétres d'élution ont été adaptés
au volume de cette colonne.
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Fig. 4.12 Résultats du test ELISA réalisé au moyen du 2F4. Les
schéma d'élutions en A, B et C indiquent les fractions prélevées
comme échantillons et déposés dans les puits comme antigéne.

La grille D nous indique 1'agencement des puits et les absorbances
a 405 nm. On remarque une reconnaissance du 2F4 sur toutes les
fractions des trois colonnes utilisées pour 1'isolement des portions
hérissées des pectines.

By
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Echange d'ions sur DEAE Sephacel

500

0 Oses neutres
¢ Ac. Uroniques

Concentration en microgrammes/mi

0 10 20 30 40

Volume d'élution (m1) en acétate de sodium

Fig 4.13 Dosage des oses neutres et des acides
uroniques des fractions en sortie de colonne DEAE
Séphacel. L'échantillon déposé contenait S1 mg
d'oses neutres et 4,1 mg d'acides uroniques.

La sortie du premier pic était semblable & celle des élutions
précédentes (cfr Fig 4.9 et 4.10). Nous avons récupéré 1,5 mg d'acides
uroniques en sortie de colonne, soit 38% de la quantité initiale.

4.2.2.3 Choix du gel échangeur d'anions

En conclusion, chaque colonne nous a donné un schéma d'élution
comparable : un pic de pectine quittait la colonne aux faibles forces
ioniques en acétate de sodium, accompagné par des sucres non
chargés. Pour chacune des trois colonnes, nous avons donc récupéré
les fractions correspondant aux pics d'acides uroniques quittant tot le
gel.

Ces trois fractions ont ensuite été débarrassées de la majeure
partie de leurs acides uroniques par f-élimination pour former
F(QAE) (fraction QAE Sephadex), F(DEAEQ) (fraction DEAE Sephadex) et
F(DEAEc) (fraction DEAE Séphacel).

Les oses neutres qui quittent le gel aprés ce premier pic d'acides
uroniques trés estérifiés seraient reliés a des portions de pectines
acides. Ces fragments ont été reconnus par le 2F4, comme nous le
montre le test ELISA (cfr fig 4.12).

Le meilleur rendement global en acides uroniques nous est
apporté par une colonne de DEAE Sephadex AS0 (60 ® des acides
uroniques sont récupérés). Le moins bon rendement est obtenu par




Photo 4.1 Cliché d'un test en dot blot au moyen du 2F4 comme
anticorps primaire. La deuxiéme bandelette de nitrocellulose (a
droite) est un contrdle négatif (sans anticorps primaire).
Chacune des deux bandelettes comprend les dépdts indiqués ci-
dessous :
1/ pectine acide ;
2/ pectine estérifiée ;
3/ pectine estérifiée et f-éliminée ;
4/ apet::lil;ez eztérifiée p-éliminée et désestérifiée 10 minutes
p i
5/ fraction F(DEAEe) ;
6/ fraction F(DEAEc) fi-éliminée ;
7/ graf{tilo; S( DEAEc) f-éliminée et désestérifiée 10 minutes
p 03
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une colonne QAE Sephadex A25 (17% des acides uroniques quittent le

gel). Un rendement intermédiaire de 38% est a l'actif du gel DEAE
Sephacel.

Composition des échantillons isolés

[l Oses neutres
B Ac. uroniques

Composgition en milligrammes
(@]
1

F(DEAEd) F(QAE) F(DEAEC)

Echantillons

Fig 4.14 Histogramme de la composition en oses
neutres et en acides uroniques des trois fractions
isolées aprés B —élimination.

Le but de la p-élimination étant de libérer les chaines latérales
des séquences homopolygalacturoniques, nous n'avons pris en compte
que les échantillons F(QAE) et F(DEAEd). En effet, 1'échantillon
F(DEAEc) contenait encore de nombreux acides uroniques, sans doute
arrangés en chaines non estérifiées non dégradables par p-élimination
et donc génantes pour l'immunisation . Un test en lo? totau moyen
du 2F4 a montré en effet que la fraction isolée sur DEAE Sephacel
présente des chaines d'acides pectiques reconnues aprés p-élimination
(cfr photo 4.1).

Une analyse en chromatographie en phase gazeuse des deux
échantillons retenus (F(QAE) et F(DEAEd)) a été entreprise afin de

déterminer si les polysaccharides isolés contenaient bien des chaines
latérales.

4.2.3 Analyse des échantillons en chromatographie en phase
gazeuse par la dérivation en triméthylsylils (TMS)

La dérivation TMS nous permet d'analyser les sucres neutres et
uroniques des polysaccharides. Les deux échantillons retenus,
F(DEAEQ) et F(QAE) ont été hydrolysés au TFA 2N et dérivés en TMS.
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Tableau 4.1 Rapport de sortie des piés de
1'échantillon F(QAE) en dérivés TMS.
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4.2.3.1 Echantillon F(QAE)

Nous observons pour cet échantillon une composition comparable
a celle fournie par 1a méthode des acétates d'alditols complétée ici par
les pics correspondant aux acides uroniques (GalUA : temps de
rétention 6,34 ; 7,40 ; 8,92 ; 9,12). En effet, nous observons du
rhamnose, du galactose, de l'arabinose, du xylose et du glucose qui
entrent dans la composition des chaines latérales de pectines de
Daucus carotta (Massiot #f &/ 1989). Nous observons aussi des traces
de fucose. Ce sucre pourrait entrer dans la composition de certaines
chaines latérales atypiques, ou, en faible proportion, de chaines
latérales arabinogalactanes de type I ou encore de xyloglucanes (cfr
introduction, 2.2.4).

-39

o
~

Fig 4.15 Chromatogramme des dérivés TMS obtenus
a partir de 1'échantillon F(QAE).

4.2 4.2 Echantillon F{DEAEd)

Ce dernier échantillon nous indique, quant a lui, une composition
comparable a celle de 1'échantillon F(QAE). Cependant, nous observons
une plus forte teneur en fucose, ainsi que la présence de mannose, qui
entreraient dans la composition des chaines latérales
arabinogalactanes de type [ de Asucus awrotls.
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Tableau 4.2 Rapport de sortie des pics de

I"échantillon F(DEAEd) en dérivés TMS.
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A 1
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Fig 4.16 Chromatogramme des dérivés THMS obtenus
a partir de 1'échantillon F( DEAEd).

Les deux échantillons sont proches si 1'on excepte un taux plus
élevé de chaines arabinogalactanes de type I dans 1'échantillon isolé
sur DEAE Sephadex A50.

Composition en sucres neutres des chaines latérales

100
] B Ara
80 3 Gal
® B xyl
g - Glc
& 60 [0 Rha
'-g g B Fuc
% 40 7 Man
(5} 20 7 I
0 -l -
F(QAE) F(DEAEd) Chaines lat.
Echantillons

Fig 4.17 Histogramme de la composition en sucre
neutre des échantillons F(QAE) et F(DEAEd), ainsi
que la composition des chaines latérales de Dswcus
carolla, arabinogalactanes de type | et |1l confondus
(Massiot et Thibault, 1989).

Nous avons donc¢ obtenu, a partir de l'échantillon F(QAE), des
polysaccharides composés de 10,38 d'arabinose, 61,58 de galactose,
12% de rhamnose, 10,78 de glucose, et des traces de fucose et de
Xylose. Ces polysaccharides contiennent  encore des acides
galacturoniques (9 ® des sucres totaux).

Les polysaccharides obtenus a partir de 1'échantillon F(DEAEd)
étaient composés de 20,3% d'arabinose, 32% de galactose, 268 de
rhamnose, 8,68 de glucose, 0,38 de xylose, et 9,58 de fucose. Cet
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échantillon contenait en plus, 3% de mannose. Les acides
galacturoniques constituaient encore 128 des sucres totaux.

4.3 Discussion générale concernant 1'isolement des
chaines latérales de pectines

L'isolement effectué sur le surnageant de culture de cellules de
Daucus carotta nous a permis d'obtenir des polysaccharides composés
des oses neutres décrits comme appartenant a des chaines latérales
de pectines (Thibault, 1989). Il semblerait que les chaines latérales
isolées soient un mélange d'arabinogalactanes de type I et II. La
proportion de ces deux types changerait selon qu'ils sont séparés sur
un échangeur fort ( peu de fucose et pas de mannose) ou sur un
échangeur faible (mannose et fucose présents).

Toutefois, ces opérations n'éliminent pas tous les acides
uroniques. Des acides galacturoniques, désestérifiés lors de la p-
élimination pourraient subsister a la base des chaines latérales, via le
résidu rhamnose. Ces derniéres unités peuvent étre utiles pour le
couplage qui sera réalisé dans le cadre des immunisations. En effet,
c'est par l'extrémité carboxylique d'un sucre chargé que nous
couplerons les chaines latérales & de l'albumine sérique bovine
méthylée.

4.4 Analyse des polyséra

Les polysaccharides utilisés pour les couplages ont été isolés sur
QAE Sephadex A25 et f-éliminés.

4.4.1 Calendrier des immunisations et rappels

Pour toutes les immunisations, nous avons utilisé des souris
males de lignée syngénique BALB/c.

Un premier lot de 4 souris na subi que des injections
intrapéritonéales du polysaccharide couplé a la BSA et de l'adjuvant
de Freund selon le protocole détaillé page 20. Les rappels ont été
effectués aux 4éme et 9éme semaines.

Un second lot de 4 souris a re¢u une premiére dose d'antigéne
par voie intrasplénique. Ces antigénes avaient été couplé au Sépharose
4B selon la méthode décrite par Nilsson et Larsson (1987). Il nous a
été impossible d'effectuer les rappels de ces souris par une seconde
immunisation intrasplénique du fait d'infections au niveau de
l'incision. Les rappels ont été effectués au moyen de l'émulsion Ag-
BSA et adjuvant de Freund incomplet aux 3éme et Séme semaines, en
remplacement des opérations intraspléniques.
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Un troisiéme et un quatriéme lot ont été formés de souris
immunisées intraspléniquement par des morceaux de nitrocellulose
saturés en antigéne seul pour le lot 3, en antigéne couplé a de la BSA
pour le lot 4 Ces deux derniers groupes ont été chacun divisés en
deux sous-groupes. La premiére moitié de chaque sous-groupe a subi
le premier rappel par voie intrasplénique en 3éme semaine. Puis du
fait d'infections, le rappel suivant en 5éme semaine a été effectué par

injection intrapéritonéale (émulsion du

polysaccharide et de

l'adjuvant de Freund incomplet). Les rappels pour les deux autres
sous-groupes ont été accomplis par voie intrapéritonéale aux 3éme et
5éme semaines (polysaccharide et adjuvant de Freund incomplet).

Lot 1 3 4
Couplage BSA BSA-NC NC BSA - Seph
Immunisation IP IS IS IS IS IS
Rappels sem. 1

2

3 IP IP IS P IS IP

4

5 IP IP IP P IP

6

7

8

9 IP

Fig 4.18 Schéma récapitulatif du calendrier des
immunisations et rappels effectués sur les souris

BALB/c.
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4.4.2 Vérification de 1a présence d'anticorps par test en ot blot
sur nitrocellulose

Nous avons testé 1a présence d'anticorps en dot blot aprés le ler
et le second rappel pour chacun des groupes de souris BALB/c. Pour
chacun des ot b4 nous avons également incubé une bandelette de
nitrocellulose avec le polysérum d'une souris non immunisée et une
autre bandelette, sans anticorps primaire, en tant que tests négatifs.

4.4.2.1 Effet du tampon

Trois tampons ont été utilisés afin d'optimiser la présence
d'anticorps en Jof blo? sur nitrocellulose. Parmi les tampons TRIS-
NaCl, TRIS-NaCl-CaCl2 (TRIS NaCa) et PBS, seul le tampon TRIS NaCa
nous a donné des résultats satisfaisants.

4.4.2.2 Test en ot blot apres le premier rappel
Polyssrim des Souris mmunisdes en nlraparitonaate

Dés le premier rappel par la méthode intrapéritonéale, nous
avons pu observer une réponse anticorps dirigée contre les chaines
latérales ainsi que contre ces chaines couplées a la BSA méthylée. Une
légére réponse était observée contre 1a BSA méthylée seule, mais nous
avons pu l'observer dans tous les tests, méme sans anticorps primaire,
peut-étre & cause d'adsorption non spécifique (Photo 4.2, page 44).

Polyadra Jdes souris immuniSees an inlrasplénique

Outre les réponses non spécifiques contre la BSA méthylée, aucun
anticorps spécifique d'aucun groupe de ces souris n'a pu étre détecté
(photo 4.3, page 44).

4.4.2.3 Test en ool Hlot aprés le second rappel

Polysdruns des SOUris (amunifees en inlraperitondsle

Comme lors du premier rappel, nous observons une réponse

anticorps dirigée contre les chaines latérales de pectines, contre 1a BSA
et contre le produit de couplage (photo 4.4, page 44).
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Photo 4.2 : Cliché d'un test dot blot au moyen du polysérum de
souris immunisées par voie intrapéritonéale, aprés le premier
rappel. Sur chaque bandelette, nous avons déposé :
1/ des chaines latérales ;
2/ des chaines latérales couplées a la BSA
méthylée ;

3/ de 1'acide homopolygalacturonique.
La bandelette A a été incubée dans le 2F4 ;

B a été incubée dans le polysérum a tester;

C a été incubée dans le polysérum d'une souris

non immunisée ;

D a été incubée dans du TrisNaCa seul.

Nous avons observé une réponse en B1 et B2.

Photo 4.3 : Cliché d'un test dot blot au moyen du polysérum des

souris immunisées, aprés le premier rappel. Sur chaque

bandelette, nous avons effectué les dépots suivants :

1/ chaines latérales ;

2/ chaines latérales couplées a la BSA méthylée

3/ BSA méthylée

4/ acide homlopolygalacturonique

Chaque bandelette a ensuite été incubée dans un milieu différent :

A/ Polysérum de souris immunisées au moyen de nitrocellulose

s(;ast|usr;ge) en chaines latérales seules, ler rappel en intrapéritonéale

?/ ide;n que A, mais le premier rappel s'est fait en intrasplénique
SISIS) ;

C/ Polysérum des souris immunisées au moyen de nitrocellulose

saturée en chaines latérales couplées a la BSA méthylée, ler

rappel en intrasplénique (SISIS) ;

l()/ lden)l que C, mais le premir rappel s'est fait en intrapéritonéal
SISIP) ;

E/ Polysérum de souris non immunisée ;
F/ tampon .
Aucune réponse spécifique n'est observée.

Photo 4.4 : Cliché d'un test en dot blot aux moyens des polyséra
obtenus apreés le second rappel. Les dépdts effectués sont :
1/3/5 chaines latérales ;
2/4/6 chaines latérales couplées a de la BSA méthylée ;
7/ pectine acide ;
8/ BSA ;
9/CL1;
10/ CL2 ;
117 CL3 ;
12/ Chaines latérales isolées sur DEAE Sephadex ASO ;
Les polyséra utilisés sont :
en A : souris immunisées en intrapéritonéale, (chaines
latérales/BSA méthylée); E
B : souris immunisées en intrasplénique, (chaines
latérales sur nitrocellulose), rappel IP;
C : idem que B, mais rappel en IS;
D : souris immunisées en intrasplénique, (chaines
latérales/BSA méthylée sur nitrocellulose), rappel IP;
E : idem que D, mais rappel en |5;
F : souris immunisées en intrasplénique, (chaines
latérales/BSA méthylée/sepharose 4B);
6 : 2F4, les dépdts ont été désestérifiés avant la saturation;
H et | : contrdles négatifs.
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Photo 4.5 Révélation sur couche mince de la présence de sucres par

orcinol sulfurique. Les taches violettes indiquent les fractions
positives.

Pormbstion do gol sur Biegel F18

Permbstion de gel sux Biagel P18 Perméstion do gol sur Bioget P18
120
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Fig 4.19 Dosages des oses neutres par la méthode
de Dubois des fractions positives a 1'orcinol
sulfurique d'un lot de chaines latérales digéreées
20 heures @ [1'endopolygalacturonase et
chromatographié sur wune colonne de BP10
(Biorad).

(A) 1a fraction CL1 est éluée au volume mort

de 1a colonne (115 ml) ;
(B) la fraction CL2 est éluée vers 170 ml ;
(C) la fraction CL3 est éluée vers 320 m1 ;
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Le résultat de ce dernier test doit étre pris avec certaines
précautions : 1a réponse observée est trés faible, comparativement au
résultat obtenu pour les souris immunisées par voie intrapéritonéale,
et peut-étre le résultat du mode de rappel : suite aux infections,
celui-ci a été effectué par injection intrapéritonéale. On peut se
demander si ce dernier rappel ne joue pas le réle d'une immunisation
primaire, les immunisations intraspléniques n'ayant pu amener une
réponse anticorps primaire (photo 4.3).

4.4.3 Tests sur la reconnaissance du polysérum et la structure

de l'antigéne
4.4.3.1 Séparation de l'antigéne sur Biogel P10 (biorad)

Un lot de chaines latérales, isolées comme décrit ci-dessus par
échanges d'anions et p-élimination, a été chromatographié sur Biogel
P10. L'ensemble des polysaccharides a quitté le gel au volume mort de
la colonne (115 mil) (Photo XX). Ces polysaccharides n'étaient pas
reconnus par un anticorps dirigé contre la pectine acide (cfr 4.4.3.3).

Aprés une digestion de 20 heures par une endopolygalacturonase
(sigma) et une nouvelle chromatographie sur Biogel P10, nous avons
récupéré trois fractions appelées CL1 (chaines latérales 1), CL2 et CL3
(photo 4.5). Le fait qu'une séparation aprés digestion ait été possible,
indique 1a présence de fragments d'acides homopolygalacturoniques
résiduels, qui toutefois n'étaient pas reconnu par un anticorps anti-
pectine acide.

Les trois échantillons ont été dérivés en triméthylsylils afin de
déterminer leur composition en monosaccharide.
Composition des échantillons CL1, CL2 et CL3

60
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10

CL1 CL2 CL3

Echantillons
Fig 4.20 Histogramme de la composition en sucre
des trois échantillons séparés sur Biogel P10
aprés digestion a 1'EPG.
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Photo 4.6 : Cliché d'un test en dot blot au moyen de divers
anticorps afin de déterminer la structure des chaines latérales.
Les dépots effectués sont :
1/ BSA non méthylée ;
2/ Pectine acide ;
3/ Pectine estérifiée ;
4/ Chaines latérales ;
S/ Chaines latérales couplées a la BSA méthylée;
7! Chaines latérales isolées sur DEAE Sephadex ASO ;
10/ CL1 ;
11/7CL2 ;
12/ CL3 ;
En A/ sérum des souris immunisées contre des chaines
latérales de pectines par voie intrapéritonéale ;
B/ tzntico)rps monoclonal dirigé contre la pectine acide
2F4) ;
C/ anticorps monoclonal dirigé contre une xylane acide
type (663) ;
D et E/ contrdles négatifs.
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4.4.3.2 Reconnaissance par le polysérum des souris immunisées
en intrapéritonéale.

Afin de mieux caractériser le polysérum obtenu, nous avons
effectué divers dépts en ot bt Nous avons déposé de la pectine
acide, comme contrdle négatif pour s'assurer qu'aucun anticorps ne
soit dirigé contre d'hypothétiques oligogalacturonates résiduels.
D'autres dépdts ont été effectués & partir des échantillons CL1, CL2 et
L3

Le polysérum des souris immunisées par voie intrapéritonéale
reconnait tous les dépdts d'antigéne, y compris celui des échantillons
CL1, CL2 et CL3, mais pas la pectine acide. Nous avons donc bien un
sérum dirigé contre les chaines latérales et/ou contre les points de
jonction entre les chaines latérales et le squelette pectique (photo 4.4,
page 44)

4.4.3.3 Reconnaissance par le 2F4

En utilisant l'anticorps 2F4, spécifique pectines acides, nous
avons essayé de vérifier la présence éventuelle de fragments
pectiques importants sur les chaines latérales isolées. Ce test a été
effectué en kot Hfor de la méme fagon que précédemment, si l'on
excepte que les dépdts ont été désestérifiés avant la saturation.

Le résultat de ce test s'est révélé négatif : le 2F4 ne reconnait pas
l'antigéne polysaccharidique isolé, alors qu'il reconnait le dépdt de
pectine acide. (Photo 4.6)

4.4.3.4 Reconnaissance par le 6G3

Le 6G3 est un anticorps monoclonal dirigé contre un épitope
d'une xylane acide type comportant essentiellement du glucose et du
galactose (Messiaen, 1989). Cet anticorps ne reconnait aucun épitope
parmi les échantillons déposés (Photo 4.6)
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4.5 Discussion générale concernant le polysérum obtenu

L'injection de chaines latérales de pectines couplées a la BSA
méthylée et de l'adjuvant de Freund par voie intrapéritonéale est
donc un moyen d'induire la réponse anticorps. Sur les 4 types
d'immunisation employés, c'est par cette méthode que nous avons
obtenu une réponse satisfaisante a la stimulation antigénique. Les
tests nous ont révélé la présence d'anticorps dés le premier rappel.

La méthode dimmunisation par injection intrapéritonéale
présente de nombreux avantages par rapport a la méthode
intrasplénique. Elle est aisée, rapide et efficace, ne demande pas
d'anesthésie du sujet que 1'on veut immuniser et présente des risques
d'infections moindres.

Le polysérum du lot de souris répondant positivement contient
des anticorps dirigés contre les chaines latérales et/ou contre les
points d'accrochage des chaines latérales au  squelette
rhamnogalacturonane.
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5. CORCLUS

La mise au point d'une stratégie de production d'anticorps contre
des chaines latérales de pectines natives était le but du travail
entrepris. Nous avons donc tenté d'isoler les chaines latérales a partir
du surnageant de cellules en suspension puis testé différents
couplages du polysaccharide en vue d'immuniser des souris contre cet
antigéne.

L'isolement du polysaccharide a été effectué a partir de la
fraction pectique du surnageant séparé sur une colonne échangeuse
d'anions et p-éliminée. Deux types de gels échangeurs d'anions ont été
utilisés. Le gel QAE Sephadex A25 a permis, aprés [-élimination
l'isolement de chaines latérales contenant du rhamnose, du galactose,
de l'arabinose, du xylose, du glucose et des traces de fucose. Le gel
DEAE Sephadex AS0 fournit, quant a lui, un polysaccharide de
composition comparable mais contenant plus de fucose et des traces
de mannose. Ces deux sucres neutres entrent dans la composition des
chaines latérales arabinogalactanes de type I (Massiot et Thibault,
1989).

Plusieurs techniques d'immunisations ont été envisagées.
Linjection par voie intrapéritonéale du mélange adjuvant de Freund-
complexe (BSA méthylée-polysaccharide) s'est avérée efficace. Le
polysérum obtenu contenait des anticorps dirigés contre les chaines
latérales et ne reconnaissait pas la pectine acide.

Au terme de ce travail, diverses applications sont possibles. Une
analyse plus approfondie (par méthylation, RMN) des chaines latérales
nous permettrait de caractériser les liaisons présentes. Une
comparaison avec la composition des chaines latérales décrites par
Thibault et Massiot serait intéressante.

Une seconde application serait d'envisager une production
monoclonale contre les chaines latérales de pectines. Ces anticorps
permettraient une séparation par chromatographie d'affinité et une
identification précise des épitopes reconnus. Ils fourniraient un outil
de marquage immunocytochimique, complémentaire du 2F4 déja
produit au laboratoire en vue de localiser les zones hérissées.

Ces anticorps monoclonaux permettraient aussi 1'étude de la
cinétique de dépdt de ce type polysaccharide lors de la croissance et la
différenciation, du turn-over des pectines, du comportement des
pectines lors de linteraction hdte-pathogénes, ces derniers étant la
plupart du temps producteurs de pectinases et autres macérases.
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