CONCENTRATION DES VIRUS

Pierre Payment et Michel Trudel

1. INTRODUCTION

Les virus peuvent étre présents dans tous
les liquides biologiques ou encore dans
des milieux de culture artificiels: leur
concentration et leur purification doivent
donc étre adaptées a ces milieux.

Les virus obtenus en cultures cellulaires
sont relativement faciles & purifier car les
milieux de culture sont libres de parti-
cules qui pourraient interférer et les con-
centrations en protéines sont générale-
ment faibles. Au contraire, les virus qui
doivent &tre purifiés & partir de selles
(virus des gastro-entérites par exemple),
du sang (virus de I'hépatite B, virus de
l'immunodépression humaine) ou de tis-
sus (virus de la rage dans le cerveau) sont
entourés d'éléments particulaires ou pep-
tidiques qui constituent des problémes
importants au moment de la purification.
Tous ces problémes peuvent étre résolus
par une combinaison appropriée de
méthodes de centrifugation différentielle
et zonale, de précipitation plus ou moins
sélective, de filtration moléculaire ou de
méthodes chromatographiques. Enfin, il
est parfois utile d'adapter la méthode de
production du virus pour obtenir des
quantités plus élevées de particules, et ce,

méme aux dépens d'un accroissement de
la quantité de protéines interférentes: le
virus de l'influenza peut étre produit en
cultures cellulaires mais les titres viraux
obtenus ne peuvent rivaliser avec ceux
obtenus par l'inoculation d'oeufs em-
bryonnés.

2. METHODES

Les méthodes de concentration qui sont
décrites ici s'appliquent a la plupart des
virus mais elles ne sont pas exhaustives:
on peut aussi utiliser les méthodes bio-
logiques (adsorption-élution), chimiques
ou chromatographiques.

2.1. HYDROEXTRACTION

Cette méthode est I'une des plus simples
et consiste essentiellement a réduire la
quantité d'eau présente dans I'échantil-
lon. En utilisant le principe de la dialyse
contre une substance de masse molécu-
laire élevée et une membrane perméable
aux substances de faible masse molé-
culaire, il est possible de réduire considé-
rablement le volume. Cette méthode s'ap-
plique a des volumes d'échantillon ne
dépassant pas un litre et a des virus assez
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résistants, car il s'agit d'un processus as-
sez lent (Ramia et Sattar 1980).

Le tube a dialyse peut étre obtenu dans
une variété de diametres et de porosités,
mais celui qui ne permet pas le passage
des molécules de plus de 10 000 Daltons
constitue un bon compromis entre le
temps de concentration et la rétention des
molécules virales. La substance de haute
masse moléculaire qui provoquera la
migration de I'eau vers I'extérieur du tube
peut étre toute substance ayant une masse
moléculaire suffisante pour ne pas
pénétrer la membrane. La plus utilisée
reste le polyéthylene-glycol polymérique
sous sa forme 20 000 (Carbowax 20M,
Union Carbide). Cette substance trés hy-
groscopique se présente sous la forme
d'une poudre ou de flocons: elle est facile
a manipuler et n'affecte ni les virus, ni les
protéines.

Meéthode

1. Couper une longueur appropriée de
tube a dialyse (Spectrapor) et la
placer dans de I'eau distillée bouil-
lante pendant 5 min afin d'éliminer
les contaminants et les agents de con-
servation.

2. Fermer l'une des extrémités en y
faisant un noeud ou en utilisant des
fermetures spéciales en forme de
pinces (Spectrapor). Remplir le tube a
dialyse avec le matériel a concentrer
puis fermer l'autre extrémité par un
noeud ou une fermeture.

3. Placer ce tube a dialyse sur une
couchede2 a3 cm de Carbowax 20M
dans un plat. Vaporiser un peu d'eau
distillée sur le tube, puis le recouvrir
d'une nouvelle couche de Carbowax.

4. Placer a 4°C le temps nécessaire pour
obtenir la concentration requise (2 a
24 h).

5. Retirer le tube maintenant affaissé de
la masse épaisse qui s'est formée.
Laver soigneusement a l'eau du
robinet jusqu'a ce que l'extérieur du
tube soit débarrassé de sa couche
gélatineuse.

6. Ouvrir le tube a l'une de ses ex-
trémités et recueillir le liquide con-
centré ou, s'il ne reste plus de liquide,
ajouter quelques millilitres de tam-
pon et rincer soigneusement
I'intérieur du tube.

2.2. PRECIPITATION

Puisque les virus sont des colloides, il est
possible de changer leur charge électri-
que et en provoquer la précipitation.
Deux substances sont fréquemment uti-
lisées en virologie pour obtenir cette
précipitation: le polyéthyléne-glycol et le
sulfate d'ammonium (Philipson et al.
1960, Trépanier et al. 1981, Payment et
Trudel 1985).

2.2.1. Précipitation au polyéthyléne
glycol

1. Le matériel a concentrer est d'abord
clarifié par centrifugation a faible
vitesse (1 000 a 5 000 x g) pour éli-
miner les débris.

2. Ajouter du chlorure de sodium a une
concentration finale de 0.5 M.

3. Ajouter le polyéthylene-glycol (PEG
6 000-8 000, Union Carbide) jusqu'a
I'obtention de la concentration opti-
male pour la précipitation du virus.
Cette concentration varie générale-
ment entre 6 et 10% (p/v) et doit étre
déterminée par des expériences préli-
minaires. Le polyéthyléne glycol peut
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étre ajouté sous forme solide ou, si
I'opération doit se faire stérilement, a
partir d'une solution a 50% (p/v)
stérilisée a l'autoclave.

4. Laisser de 4 a 18 h a 4°C pour per-
mettre la formation des ponts inter-
moléculaires.

5. Centrifuger pendant 30 min a
5 000-10 000 x g pour sédimenter le
précipité. Le culot obtenu est solubi-
lisé dans un volume de tampon égal &
environ 1 a 5% du volume original.

2.2.2. Précipitation au sulfate d'ammo-
nium

1. Préparer une solution saturée a 100%
de sulfate d'ammonium en dissolvant
800 g de sulfate d'ammonium dans
un litre d'eau distillée & 20°C. Ajuster
cette solution &4 pH 7.5.

2. Ajouter a la suspension de virus a
concentrer suffisamment de la solu-
tion saturée pour obtenir 30 a 50% de
saturation.

3. Laisser sous agitation lente pendant 1
a4 h

4. Centrifuger pendant 30 min a 5 000
a 10 000 x g pour sédimenter le
précipité. Le précipité sera plus ou
moins important selon la concen-
tration en protéines du milieu et sera
recueilli par solubilisation dans un
volume de tampon égal 4 1 a 5% du

volume original.
2.3. FILTRATION MOLECULAIRE

Au cours d'une filtration moléculaire, les
molécules seront séparées selon leur di-
mension par des membranes de porosités
variées. Ces membranes ont des pores

ayant moins de 10 nm de diameétre et ne
laisseront donc pas passer les virus dont
le diametre est supérieur a 20 nm. Les
membranes peuvent étre obtenues sous
différentes formes avec des limites d'ex-
clusions variant de quelques centaines a
105 Daltons. Nous décrirons briévement
les différents types de support pour ces
membranes ainsi que leurs avantages et
désavantages.

2.3.1. Cellules sous agitation

11 s'agit du systéme le plus simple dans
lequel la membrane sous la forme d'un
disque plat (50 & 100 cm? est scellée au
fond d'un réservoir (100 mL a 1 L) qui
est pressurisé par un gaz inerte, géné-
ralement de l'azote, et dans lequel le li-
quide est maintenu en agitation continue
par un barreau magnétique. La pression
étant appliquée verticalement, la mem-
brane se colmate rapidement, limitant
I'applicabilité du systéme a de faibles vo-
lumes de suspensions contenant peu de
protéines.

2.3.2. En canal et tangentielle

Afin de réduire les problémes associés
aux cellules sous agitation, on a dévelop-
pé des systémes dans lesquels le liquide a
concentrer est mis en contact avec les
membranes par des canaux plus ou moins
larges. Plus ces canaux sont petits, plus la
vitesse du liquide est élevée, réduisant
ainsi le risque de colmatage di a la pres-
sion. De plus, on a augmenté la surface de
filtration par l'addition de modules su-
perposables ou1 le liquide est maintenu en
circulation par une pompe péristaltique
qui fournit aussi la pression nécessaire.
Les débits dans ces systémes atteignent
10 mL/cm? /min soit de 0.1 4 1 L/min
permettant ainsi la concentration de 10 a
100 L par jour.
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2.3.3. Fibres creuses

Les fibres creuses sont une extension du
principe de I'augmentation de la surface
et du débit: cette fois, on utilise des fibres
creuses ayant un diametre interne de
moins de 1 mm, fibres qui sont groupées
en paquet de plusieurs centaines de fibres
offrant une grande surface de contact et
un grand débit. Ces systemes sont offerts
en plusieurs formats permettant la con-
centration rapide de volumes de 1 L a
plusieurs centaines de litres en moins
d'une journée.

Figure 1

Cartouche ultrafiltrante
formée de fibres creuses

3. APPLICATIONS

A titre d'exemple, nous présentons ici la
méthode utilisée pour la concentration du
virus de la rubéole a partir de 100 L de
surnageant de cultures cellulaires in-
fectées (Trudel et Payment 1980).

1. Filtrer le liquide a concentrer sur un
filtre capable de retenir les particules
de plusde 10 um (Millipore, préfiltre
AP-25 par exemple, sous forme de
disque de 142 mm). La plupart des
systemes de filtration moléculaire
contiennent déja un préfiltre de
100 pm.

2. La concentration se fera d'abord sur
un systéme de fibres creuses a grand
débit (ex. Amicon DC-10) équipé
d'une cartouche ayant une exclusion
moléculaire de 100 000 Daltons
(Amicon H10-100). Le liquide circule
a un débit de 15 L/min et une pres-
sion de 120 kPa (20 psi) est main-
tenue dans le systéme: dans ces con-
ditions, le débit de l'ultrafiltrat est de
600-800 mL/min. Le liquide a con-
centrer est placé dans des récipients
qui sont maintenus dans de I'eau
froide (4°C) ou sur de la glace. La
filtration est arrétée lorsque le vo-
lume de concentré atteint environ
2 L.

3. Transférer le concentré dans un
systéme de filtration moléculaire plus
petit, afin de le volume final volume a
moins de 100 mL. Nous utilisons un
systéeme Amicon DH-4 équipé d'une
membrane ayant une exclusion
moléculaire de 100 000 Daltons
(H1P-100). Le liquide est maintenu
en circulation & 500 mL/ min a une
pression de 70 kPa (10 psi) permet-
tant un débit d'ultrafiltrat de
15-20 mL/min. Le volume final est

“de 50 a 100 mL.
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Concentration du virus de la rubéole par filtration moléculaire:
exemple de résultats

Volume  Protéines Virus* %
Surnageant cellulaire 50 000 mL 60 ug 6.4 x 107 100%
Concentré 1 (DC-10) 1 450 mL 15 ug 5.9 x 107 93%
Concentré 2 (DH-4) 75 mL 1.1 ug 49 x107 83%

2 Concentration virale exprimée en unités hémagglutinantes totales.

Figure 2

Systéme d'infiltration

Préfiltre Manomeétre

e
Fibres creuses
H10 x 100

Filtre

e

Soupape

Filtrat Réservoir

Le liquide surnageant provenant d'une culture cellulaire infectée par le virus contenu dans le réservoir
est recirculé par une pompe a travers les fibres de la cartouche d'ultrafiltration jusqu'a ce que la
concentration désirée soit atteinte. Le concentré est recueilli dans le réservoir alors que le filtrat est
recueilli dans un autre récipient.
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QUANTIFICATION DES PROTEINES

Pierre J. Talbot

1. INTRODUCTION

La détermination rigoureuse de la con-
centration protéique requiert I'hydrolyse
acide suivie d'une analyse d'acides
aminés. Toutefois, quelques méthodes
plus pratiques ont été développées. Bien
que moins précises et affectées par la
composition en acides aminés de la
protéine, elles constituent tout de méme
une alternative acceptable lorsque I'utili-
sateur demeure conscient de leurs limites.
Trois méthodes sont d'usage courant:
I'absorbance en ultraviolet, le test de
Lowry et celui de Bradford. La détermi-
nation de l'absorbance a 280 nm est la
méthode la moins sensible et la plus
rapide; les techniques faisant appel au
réactif phénolique de Folin en présence
de cuivre (Lowry et al. 1951) et & la liaison
du bleu de Coomassie aux protéines
(Bradford 1976) sont plus sensibles et re-
lativement simples d'éxécution, particu-
lierement cette derniére.

2. TECHNIQUE SPECTRO-
PHOTOMETRIQUE

Les protéines absorbent la lumiére ul-
traviolette d'une longueur d'onde de
280 nm selon leurs caractéristiques in-
trinséques. Cette propriété est caractéri-
sée par un coefficient d'extinction molaire
ou spécifique. Le premier, symbolisé par
€, indique I'absorbance (densité optique)
d'une solution pure de la protéine a une
concentration de 1 M. Le second, sym-
bolisé par E(1%,1 em), indique I'absorbance
d'une solution contenant 1 g de protéine
pure dans 100 mL de solution, ou 1%
(p/v). Dans les deux cas, le parcours lu-
mineux a travers la solution serade 1 cm,
ce qui est le cas pour la majorité des
cuvettes pour spectrophotometre. Selon
la loi de Beer-Lambert, qui assume un
faisceau paralléle d'une lumiére mono-
chromatique dans un milieu isotrope
(c'est-a-dire ot les molécules absorbantes
sont distribuées uniformément), I'absor-
bance est directement proportionnelle a
la concentration protéique, en autant que
celle-ci ne dépasse pas un seuil critique.
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A=log£12=£ x Cx L
ou encore:

A=E*

1Tcm

c x L
et en transmittance:
I
T==x 100
IO

Dans cette formule:

€ . coefficient d'extinction mo-
laire (M cm™)

Ei%. : coefficient d'extinction spéci-
fique

A : absorbance (densité optique)

I : intensité du faisceau incident

I : intensité du faisceau apres
passage a travers la solution
protéique

C : concentration protéique (M)

c : concentration protéique
(g/100 mL)

L : longueur du parcours op-
tique (cm)

T : transmittance (% lumiére
transmise)

L'estimation de la concentration d'une
protéine peut donc se faire lorsque l'on
connait son coefficient d'extinction, soit
en le mesurant a partir d'une solution
standard de protéine pure, soit en con-
sultant des tables déja établies pour cer-
taines protéines. La longueur du parcours
optique (L) étant généralement de 1 cm,
I'équation précédente devient:

A A
C=E ou C=EIT

1 em

L'avantage de cette technique demeure sa
grande simplicité. Les désavantages con-
sistent en une faible sensibilité, environ
10 fois inférieure aux deux techniques
décrites plus loin (Peterson 1979), et la
nécessité de connaitre les propriétés spec-
trophotométriques de la protéine a
I'étude. Toutefois, cette technique de-
meure trés utile dans des circonstances
oli une évaluation qualitative de la
présence de protéines est suffisante, telle
la purification de protéines par chromato-
graphie.

3. TECHNIQUES
COLORIMETRIQUES

3.1. TEST DE LOWRY

La méthode classique de Lowry et al.
(1951) demeure le test de quantification le
plus utilisé. 11 fait appel au réactif phéno-
lique de Folin et Ciocalteu, dont le prin-
cipe actif est un acide mixte phospho-
molybdique-tungstique qui est réduit par
les protéines avec une perte de 1 a 3 ato-
mes d'oxygéne du molybdate et/ou tung-
state. Cette réduction entraine la forma-
tion d'un ou plusieurs produits réduits
qui absorbent la lumiere bleue (longueur
d'onde optimale de 750 nm). La présence
de cuivre dans la réaction facilite le trans-
fert d'électrons du polypeptide au
chromogeéne acide, augmentant ainsi la
sensibilité de la technique. Les acides
aminés les plus actifs dans une telle réac-
tion sont la tyrosine, le tryptophane et, a
un degré moindre, la cystine, la cystéine
et I'histidine. Le test est donc affecté par la
composition en acides aminés des
protéines a mesurer, beaucoup moins
toutefois que dans la technique spectro-
photométrique décrite précédemment. La
technique originale est décrite ci-apres.
Une description trés compléte des
différentes substances pouvant interférer
avec le test et des modifications apportées
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au protocole original peut étre retrouvée
dans l'excellent article de Peterson (1979).
La concentration maximale tolérable des
principales substances interférantes est la
suivante:

TIiS ot 100 uM
HEPES.......oviiiicirnnee 1uM
EDTA ..o 50 uM
Triton X-100.....ccviinis 0.001% (p/V)
Désoxycholate
de soditm ......coceuviniriviirnnns 0.01% (p/v)
SDS .. 0.05% (p/v)
2-mercaptoéthanol .................... 0.7 mM
NaCl ..o 0.7M
Saccharose ..., 10 mM
GIycérol ........cvvvmenrmeccuncnen. 10% (v/v)

Solutions

Solution A-1:  Tartrate de sodium

ou potassium 2% (p/v)

Solution A-2: Sulfate de cuivre
(Cus0,.5H,0) 1% (p/v)

Solution A-3: Carbonate de sodium
2% (p/v) dans NaOH
01N

Réactif A: (jeter aprés une journée)
Solution A-1 0.5 mL
Solution A-2 0.5mL
Solution A-3 50 mL

Réactif B:

Réactif phénolique de Folin-Ciocalteu

1.0 N (diluer le réactif commercial
2.0 N dans I'eau distillée)

Standard protéique:

Albumine sérique bovine 1 mg/ mL
(conserver congelée & —20°C)

Méthode

1. Dans un tube contenant 0.2 mL
d'échantillon, dilué si nécessaire dans
de l'eau distillée, ajouter 1.0 mL du
réactif A et bien mélanger au Vortex.
Il est préférable de tester chaque
échantillon en duplicata.

2. Laisser reposer pendant 10 min a la
température de la piéce.

3. Ajouter rapidement tout en mélan-
geant aussitdt au Vortex, 0.1 mL du
réactif B. Laisser reposer pendant 30-
60 min a la température de la piéce.

4. Lire I'absorbance & 750 nm et déter-
miner la concentration sur une
courbe standard qui est constituée
pour chaque test avec le standard
protéique, de la fagon suivante:

Albumine (uL): 0 10 25 50 75100 150 200
H,O (uL): 200190175150125100 50 O
Protéine (ug): 0 10 25 50 75700 150 200

Chaque dilution est effectuée en dupli-
cata et ]'on trace une courbe d'absorbance
a 750 nm en fonction de la quantité de
protéines. Il s'agit alors d'extrapoler la
quantité de protéines dans l'échantillon a
partir de cette courbe .
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Test de lowry

DENSITE OPTIQUE (750 nm)

00 ! N N 1 " A 1
0 20 40

60

80 100 120

QUANTITE DE PROTEINES (ug)

3.2. TEST DE LIAISON DU
COLORANT

Cette technique (Bradford 1976) gagne en
popularité par sa simplicité alliée a une
sensibilité équivalente au test de Lowry et
une interférence réduite de substances
qui peuvent fausser les résultats de ce
dernier. De plus, les réactifs nécessaires
sont maintenant disponibles commercia-
lement (Bio Rad). Le test de Bradford est
basé sur l'observation que le pic d'absor-
bance d'une solution acide de bleu de
Coomassie G-250 passe de 465 (rouge) a
595-600 nm (bleu) aprés liaison aux
groupements aminés libres des protéines.
Toutefois, cette technique est plus sen-
sible a la composition protéique de
I'échantillon (surtout le contenu en lysine)
et donne souvent lieu a des courbes stan-
dards non-linéaires (Peterson 1981); elle
doit donc étre utilisée avec plus de
précaution que le test de Lowry, 1'échan-

tillon ne devant cependant pas contenir
plus de 0.1% de Triton X-100 ou SDS.

Solutions
Solution de colorant

Cette solution contient le bleu brillant de
Coomassie G-250 dissous dans de 1'étha-
nol ou du méthanol et de l'acide
phosphorique (Bradford 1976). Nous
trouvons plus pratique d'utiliser la solu-
tion concentrée vendue par Bio—Rad.

Standards protéiques

Albumine sérique bovine ou immuno-
globuline G bovine (dissoute dans le
méme tampon que I'échantillon et gardes
a -20°C):

Test standard: 1.25 mg/mL
Test standard modifié: ~ 0.25 mg/mL
Microtest: 0.025 ou 0.050 mg/mL
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Test standard
(25-125 pug; 0.25-1.25 mg/ mL)

1. Diluer la solution de colorant
(Bio—Rad) dans 4 volumes d'eau dis-
tillée, filtrer sur papier Whatman
No 1 et garder dans un contenant de
verre a la température de la piéce
pendant deux semaines au maxi-
mum.

2. Dans un tube contenant 0.1 mL
d'échantillon (dilué si nécessaire dans
un tampon approprié, en prenant
soin d'avoir un contrbdle contenant
seulement ce tampon), ajouter 5 mL
de solution colorante diluée et bien
mélanger au Vortex. Chaque échan-
tillon est testé en duplicata lorsque
possible.

3. Lire l'absorbance (contre de I'eau dis-
tillée) a 595-600 nm aprés 5 min et
moins de 60 min. L'utilisation de
cuvettes de plastique minimise 1'ab-
sorption du colorant a la cuvette
lorsque celles-ci sont en quartz ou en
verre. Si des cuvettes de plastique ne
sont pas disponibles, il est important
de bien laver les cuvettes avec de
l'acétone ou du méthanol entre
chaque lecture.

Une courbe standard est constituée pour
chaque test avec un des standards
protéiques, de la fagon suivante, en utili-
sant le standard 1.25 mg/mL :

Standard (uL): 0 20 40 60 80 100
Tampon (uL): 100 90 60 40 20 0

Protéine (ug): 0 25 50 75 100 125

Chaque dilution est effectuée en dupli-
cata et une courbe d'absorbance a 595-
600 nm en fonction de la quantité de
protéine est tracée. Il s'agit alors d'extra-
poler dans courbe pour déterminer la

quantité de protéine présente dans
I'échantillon. L'albumine produit un
développement de couleur beaucoup
plus prononcé et n'est appropriée comme
standard que lorsque I'échantillon con-
tient beaucoup d'albumine ou de
protéine(s) donnant un développement
de couleur similaire. En général, 1'[gG
constitue un standard protéique plus
approprié, quoique, comme dans tout test
protéique, le meilleur controle demeure
toujours la protéine que l'on veut
mesurer.

Test standard modifié (25-125 pg/mlL)

Cette modification du test standard per-
met de mesurer des solutions protéiques
plus diluées, en plus d'économiser la so-
lution de colorant.

1. Diluer la solution de colorant
(Bio-Rad) dans 3.25 volumes d'eau
distillée et filtrer comme ci-haut.

2. Letests'effectue tel que décrit pourle
test standard sauf que l'échantillon
est de 0.5 mL au lieu de 0.1 mL, et
que 2.5 mL au lieu de 5.0 mL de so-
lution de colorant diluée sont ajoutés.

La courbe standard est constituée comme
suit en utilisant le standard 0.25 mg/ mL:

Standard (uL): 0 100 200 300 400 500
Tampon (uL): 500 400 300 200 100 O

Protéine(ug): 0 25 50 75 100 125

Microtest (1-20 ng; 1.25-25 pg/ mL)

La solution du colorant (BioRad) est uti-
lisée telle quelle. Pour le test, on utilise
0.8 mL d'échantillon auquel on ajoute
0.2 mL de solution de colorant concen-
trée.



72 CHAPITRE 7

La courbe standard est constituée comme
suit en utilisant le standard 25 pg/ mL:

Standard (uL): 0 40 80160 300 480 640 800
Tampon (uL): 800 760 720 640 500 320 160 0
2 475 12 16 20

Protéine (ug): 0 1

Microtest adapté aux micro—cabarets
(0.5-5 ng; 5-50 pg/ mL)

Les microcabarets a 96 puits a fond plat
sont utilisés couramment pour les tests
immunoenzymatiques et les resultats
sont lus dans un spectrophotomeétre a
faisceaux verticaux (Titertek, Flow Labo-
ratories ou I'équivalent). Il est donc pra-
tique d'effectuer le test de quantification
des protéines lorsque plusieurs échantil-
lons doivent étre analysés (Redinbaugh et
Campbell 1985).

1. Diluer la solution de colorant
(Bio—Rad) dans 1.5 volumes d'eau
distillée et filtrer comme ci-haut.

2. Ajouter 0.1 mL de cette solution a
0.1 mL d'échantillon et lire l'absor-
bance 4 595-600 nm dans un spectro-
photomeétre approprié.

La courbe standard est constituée comme
suit en utilisant le standard 50 ug/ mL:

Standard (uL): 0 20 40 60 80 100
Tampon (uL): 100 80 60 40 20 O
Protéine (ug): 0 1 2 3 4 5

TEST DE LIAISON DU COLORANT (Microtest)
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'E 08 -
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QUANTITE DE PROTEINES (ug)
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PURIFICATION ET ANALYSE
DES VIRUS PAR
ULTRACENTRIFUGATION

Michel Trudel et Pierre Payment

1. INTRODUCTION

Les virus sont des agents infectieux de
nature particulaire qui sont essentielle-
ment composés d'acide nucléique, ADN
ou ARN, condensé avec une ou plusieurs
protéines pour former la nucléocapside
(Figure 1a). De plus, une bonne propor-
tion des virus sont entourés d'une enve-
loppe dérivée des membranes de la cel-
lule hote mais possédant des protéines
virales propres (Figure 1b). Depuis son
introduction il y a plus de 30 ans, l'ultra-
centrifugation s'est imposée comme
méthode de préparation et d'analyse des
virus (Brakke 1951 et 1953). On identifie
deux types de centrifugation: la centrifu-
gation différentielle et la centrifugation
en gradient de densité. Les utilisateurs
éventuels de ces techniques préparatives
ou analytiques sont invités a consulter les
revues de Griffith (1986), Birnie et Rick-
wood (1978) et Hinton et Dobrota (1976).
L'équipement de centrifugation décrit ici
et utilisé dans nos laboratoires est celui de
Beckman (Palo Alto, Californie, USA).

2. CENTRIFUGATION
DIFFERENTIELLE

La centrifugation différentielle est la
méthode la plus simple: une suspension
contenant des particules virales est
soumise par rotation a une force centri-
fuge (Figure 2a). On obtient deux frac-
tions: un culot qui contient le matériel
sédimentable et le surnageant qui con-
tient le matériel en suspension. Suivant
les parametres de centrifugation (force
gravitationnelle et temps), I'on peut clari-
fier une suspension virale de ses débris
cellulaires laissant le virus en suspension
(20 000 x g, 15 min) ou encore déposer
au culot le virus en augmentant la vitesse
et le temps (100 000 x g, 60 min). Toute-
fois, la sédimentation au culot des virus
peut entrainer leur inactivation, spéciale-
ment les virus enveloppés. Il est alors re-
commandé d'utiliser un coussin d'une
solution plus dense que le virus (chlorure
de césium, saccharose, tartrate de potas-
sium, Nycodenz, etc.); dans ce cas, la par-
ticule virale va flotter sur le coussin, I'em-
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péchant d'étre écrasée et inactivée au fond
du tube (Figure 2b). Si le coefficient de
sédimentation du virus est connu, il est
possible de prédéterminer le temps de
centrifugation requis pour déposer les
virus au culot ou sur le coussin; pour ce
calcul, on utilise le facteur d'efficacité du
rotor (K) tel que calculé par le fabricant et
I'équation suivante:

T(heures) = §K—-
20w

Le facteur K est calculé par le fabricant du
rotor lorsque ce dernier est utilisé a sa
vitesse maximale (voir section 4.3).

3. CENTRIFUGATION EN
GRADIENT DE DENSITE

Il est évident que les applications de la
centrifugation différentielle sont trés limi-
tées, puisque toutes les particules ayant la
méme vitesse de sédimentation migrent
en méme temps que les particules virales
qui ne sont alors pas séparées des con-
taminants. Toutefois, si I'on place la sus-
pension virale sur une colonne de liquide
ayant une densité croissante, i.e. un gra-
dient de densité, les virus vont migrer
pendant la centrifugation selon leur gros-
seur (5,) jusqu'a ce qu'ils atteignent leur
densité de flottaison (d) ou qu'ils soient
déposés au culot (Figure 3). Lorsque les
virus sont centrifugés dans des conditions
ne permettant pas d'atteindre la densité
de flottaison, parce que la densité maxi-
male du gradient est inférieure a celle du
virus et que la centrifugation est arrétée
avant que les virus n'atteignent le fond du
tube: on appelle zonale ce type de cen-
trifugation. Lorsque les virus atteignent
leur densité de flottaison, parce que la
densité maximale du gradient est
supérieure a la densité du virus et que la
centrifugation se poursuit jusqu'a équi-
libre: on appelle isopycnique, ce type de
centrifugation.

Trois aspects de la centrifugation en gra-
dient de densité méritent une attention
particuliérece sont: les milieux de cen-
trifugation, les types de gradients et les
rotors.

3.1. MILIEUX DE
CENTRIFUGATION

Il n'existe pas de milieu universel pour la
centrifugation des virus: c'est I'objectif
visé par la centrifugation et le type de
virus qui président au choix du milieu de
centrifugation.

Les caractéristiques recherchées pour ces
milieux sont les suivantes:

¢ qu'ils doivent couvrir le domaine de
densité requis pour la purification
virale (1.15-1.45 g/cm?)

¢ qu'ils doivent former des solutions de
faibles force ionique, viscosité et os-
molalité

e ils ne doivent pas affecter l'activité
biologique du virus (infectivité, ac-
tivité enzymatique, hémagglutina-
tion, fusion)

¢ Jleur concentration doit étre facile a
mesurer (indice de réfraction)

¢ ils doivent se dialyser ou étre sépa-
rables par centrifugation différen-
tielle

* ils ne doivent pas interférer avec les
méthodes physicochimiques d'ana-
lyse du virus étudié (absorbance dans
1'UV ou le visible, comptage radioac-
tif, détermination des protéines)

e ils doivent étre sécuritaires a utiliser
(non-toxique, non-inflammable et
non-corrosif)

Il existe essentiellement quatre types de
milieux pouvant servir a la centrifugation
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en gradient de densité: les sels inor-
ganiques (chlorure de césium), les molé-
cules organiques (saccharose, Ficoll et
tartrate de potassium), les molécules aro-
matiques iodées (Nycodenz, métriza-
mide) et la silice colloidale (Percoll).
Leurs caractéristiques sont résumées
dans le Tableau 1.

Les particules virales sont de deux types:
les virus enveloppés et les virus nus. Les
virus enveloppés ont une densité de flot-
taison variant de 1.18 a 1.25 g/cm?, alors
que les virus nus ont une densité de flot-
taison plus élevée et variant de 1.28 a
1.45 g/cm3 (Tableau 2).

Les sels inorganiques , le chlorure de
césium en particulier, ont été les premiers
a étre utilisés en virologie lors des études
sur les bactériophages et le virus de la
polio. Le chlorure de césium permet de
préparer des solutions jusqu'a 1.9 g/cme,
qui peuvent servir pour la purification de
tous les virus, mais I'ARN viral qui a une
densité plus élevée encore ne peut étre
séparé: dans ce cas particulier, le
trifluoroacétate de césium est recom-
mandé puisqu'il a une densité maximale
de 2.6 g/cm® (voir Chapitre 24). Les gra-
dients de chlorure de césium peuvent étre
préformés ou générés pendant la centri-
fugation (Figure 4). Dans ce dernier cas,
le domaine de séparation est beaucoup
plus restreint, par contre c'est la densité
de tout I'échantillon qui est ajustée, per-
mettant ainsi de purifier un volume plus
grand. Le chlorure de césium absorbe trés
peu dans l'ultraviolet, se mesure facile-
ment par réfractométrie car
d = (10.2402)n - (12.6483) et est com-
patible avec la plupart des liquides & scin-
tillation pour le comptage radioactif. Ses
caractéristiques indésirables sont sa force
ionique et son osmolalité élevée, ce qui
peut entrainer l'inactivation de plusieurs
virus enveloppés.

Les molécules organiques, le saccharose
plus particuliérement, connaissent un
grande popularité pour la purification
des virus. Le saccharose permet d'attein-
dre une densité maximale de 1.3 g/cm?
qui est suffisante pour séparer par densité
de flottaison tous les virus enveloppés,
mais pas les virus nus a cause de leur
haute densité (1.28-1.45 g/cm?). Ces
derniers peuvent cependant étre séparés
par centrifugation zonale ou dans des
gradients de tartrate de potassium ou
Nycodenz (densité maximale 1.45 g/
cm?). La densité du saccharose se mesure
facilement par réfractométrie puisque
d = (2.732)n - (2.6425). Le saccharose
est facilement dialysable mais son osmo-
lalité et sa viscosité sont élevées, ce qui
peut endommager les virus labiles, plus
spécifiquement les virus enveloppés. Le
saccharose interfére dans les mesures
d'acides nucléiques et de protéines dans
certaines conditions, mais en général, il
n'interfére pas dans les essais biologiques.

Le tartrate de potassium avec sa densité
maximale de 148 g/cm?’, présente de
nombreux avantages dans les cas ou le
saccharose ne peut étre utilisé; plusieurs
auteurs le préférent au saccharose pour la
purification de virus labiles.

Les molécules aromatiques iodées,
dérivés de l'acide triiodobenzoique, ont
été utilisées avantageusement en purifi-
cation virale. Sous forme de sels (métri-
zoate de sodium, rénographine) ou sous
forme  non-ionique  (métrizamide,
Nycodenz), ces produits forment des so-
lutions stables & une densité maximale de
1.45 g/cme. Ces solutions sont moins vis-
queuses que les solutions de saccharose et
de Ficoll, et ont 'avantage d'étre iscosmo-
tiques. Elles se sont avérées utiles dans
des situations ot les milieux convention-
nels, comme le saccharose ou le chlorure
de césium, ont donné des résultats insa-
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tisfaisants, en particulier avec les virus
enveloppés.

Le Nycodenz (Nyeyaard Diagnostic,
Oslo, Norvege) est un dérivé du métriza-
mide qui a été développé spécifiquement
pour l'ultracentrifugation en gradient de
densité. On peut l'utiliser en gradients
préformés ou en gradients générés pen-
dant la centrifugation tout comme le chlo-
rure de césium. Comme il ne contient pas
de sucre, il n'interfere pas avec les
mesures d'acides nucléiques. Les
protéines peuvent étre mesurées au bleu
de Coomassie et la radioactivité évaluée
dans un scintillateur & base de toluéne.
L'activité biologique ou enzymatique des
virus peut généralement étre évaluée di-
rectement sans dialyse. La densité se
mesure par réfractométrie avec la for-
mule:

d= (3.242)n - (3.323).

La silice colloidale vendue sous le nom
de Percoll (Pharmacia, Upsalla, Suede)
présente de nombreux avantages pour la
purification de virus labiles:

* sa faible viscosité facilite I'obtention
d'une séparation a I'équilibre (densité
de flottaison) de particules ayant une
vitesse de sédimentation de moins de
60S

* le Percoll est isoosmotique en solu-
tion tamponnée

* le gradient se génére trés rapidement
pendant la centrifugation (10-30min);
toutefois le gradient généré est méta-
stable parce que les particules de Per-
coll continuent a sédimenter, et

* l'on ne peut travailler que dans des
rotors a angle fixe puisque les rotors
horizontaux ne permettent pas de

générer un champ de force suffi-
samment égal de bas en haut du tube.

D'autre part, 'utilisateur rencontrera des
problémes s'il veut enlever le Percoll de
sa préparation virale, étant donnée la na-
ture particulaire du produit (17-30 nm de
diametre). Il faudra recourir a une cen-
trifugation sur coussin de saccharose,

Nycodenz ou potassium tartrate.

A noter que les virus enveloppés ont une
densité beaucoup plus faible en Percoll,
d =1.05 g/cmy, alors que les virus nus
d= 1.1 g/cm®. La plupart des activités
biologiques sont conservées dans le Per-
coll et les protéines peuvent étre
mesurées avec le bleu de Coomassie ou le
réactif de Folin-Ciocalteu.

3.2. TYPES DE GRADIENTS

Pour la préparation et I'analyse des virus,
deux types de gradients sont couramment
utilisés: gradient continu et gradient dis-
continu. Les gradients continus sont
préparés en utilisant un formateur de
gradient linéaire ou manuellement, en
superposant différentes concentrations
dans un tube de centrifugation et en lais-
sant diffuser jusqu'a linéarité (une nuit a
4°C) (Figure 4). Dans les gradients de
chlorure de césium, Nycodenz et Percoll,
il est possible de générer un gradient
linéaire pendant la centrifugation a partir
d'une solution ajustée a une densité
précise (Figure 5).

Les gradients linéaires permettent les
meilleures séparations et sont requis pour
I'analyse de la vitesse de sédimentation et
de la densité de flottaison des particules
virales ou de leurs sous-unités. Les gra-
dients discontinus sont généralement
préparés manuellement par superposi-
tion des concentrations désirées directe-
ment dans le tube de centrifugation. Ces
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gradients sont avantageux pour la con-
centration de matériel viral et leur sépara-
tion des protéines solubles.

Figure 1

Adénovirus (A) et influenzavirus (B) tel qu'ob-
servés en microscopie électronique apreés impré-
gnation négative.

3.3. TYPES DE ROTORS

Il existe trois types principaux de rotors:
les rotors a angle fixe incluant les rotors
verticaux, les rotors horizontaux et les
rotors zonaux (Figure 3 a, b, ).

Dans les rotors a angle fixe , les tubes de
centrifugation sont maintenus a angle ou
a la verticale selon le cas (Figure 3a, b) et
c'est la phase liquide qui se réoriente pen-
dant la centrifugation, créant ainsi un
sentier de migration court pour les parti-
cules virales. Ces rotors sont utilisés
principalement pour la sédimentation au
culot ou pour la centrifugation iso-
pycnique des virus. Plusieurs rotors de ce
type sont disponibles a la compagnie
Beckman, ils permettent d'atteindre des
vitesses de 30 000 a 80 000 rpm corres-
pondant a des forces gravitationnelles de
100 000 a 500 000 x g, permettant la
sédimentation de virus dans des volumes
pouvant atteindre jusqu'a 500 mL/ rotor.
Tous ces rotors permettent la sédimen-
tation de virus en une heure ou moins.

Dans le cas des rotors horizontaux
("swinging bucket"), contrairement aux
rotors a angle fixe, c'est le tube qui est
déplacé et orienté dans le champ de force
durant la centrifugation (Figure 3c),
créant ainsi un sentier de migration plus
long favorisant la séparation et la purifi-
cation des particules virales. Le temps de
centrifugation est plus long et la qualité
de la séparation est meilleure. L'utilisa-
tion d'un demi-gradient peut permettre
de réduire le temps de centrifugation tout
en donnant des résultats satisfaisants.
Selon le rotor choisi, des vitesses de
25 000 a 65 000 rpm peuvent étre attein-
tes, générant de 100 000 a 500 000 x g.

Dans le cas des rotors zonaux, ceux-ci
sont exclusivement utilisés pour la cen-
trifugation en gradient. Le gradient et
I'échantillon sont amenés dans la
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chambre du rotor a I'aide d'une pompe et,
comme dans le cas des rotors a angle fixe,
c'est le gradient qui est réorienté durant la
centrifugation avant que l'on introduise
l'échantillon une fois le rotor en mouve-
ment. Il existe deux types de rotors zo-
naux: rotors en vrac et rotors a débit
continu. Dans le type de rotor en vrac,
I'échantillon traité peut varier de 10 a
200 mL selon le rotor sélectionné. Pour
de plus grands volumes, jusqu'a 100 L et
plus, on utilise les rotors a débits continu
(30-50 mL/min). Ce type de centrifuga-
tion n'est recommandé que pour des ap-
plications trés spécifiques (ex: purifica-
tion du virus influenza a partir de liquide
allantoidien chez les producteurs de vac-
cins). D'autres méthodes permettant de
réduire le volume de I'échantillon sont a
considérer avant de s'aventurer dans la
centrifugation zonale; en particulier men-
tionnons la précipitation ou l'ultrafiltra-
tion (voir le Chapitre 6).

Pour clore cette section sur les rotors,
mentionnons que la force centrifuge exer-
cée a un point donné du tube est fonction
de la vitesse du rotor. Un nomogramme
fourni par la compagnie Beckman permet
de déterminer la vitesse du rotor ou la
force centrifuge ou la distance radiale
lorsque deux facteurs sont connus (Rotors
and tubes for preparative ultr acentrifuges,
An operator’s manual. Spinco Division of
Beckman. Palo Alto. Ca. 1982. MJM-1182-
5-GL).

3.4. TUBES ET RECOLTE DES
FRACTIONS DE GRADIENTS

On retrouve trois principaux types de
tubes pour l'ultracentrifugation: ULTRA-
CLEAR™, polyallomere et poly-
carbonate.

3.4.1. Tubes Ultra-Clear™

Les tubes les plus fréquemment utilisés
sont les tubes ULTRA-CLEAR™, faits de
thermoplastique a paroi mince; ils rem-
placent les anciens tubes de nitro-
cellulose. Ce sont les tubes les plus trans-
parents et ils permettent en certaines oc-
casions de localiser visuellement le
matériel dans le gradient. Ces tubes sont a
utilisation unique et ne doivent pas étre
utilisés a des pH >8, ni autoclavés: la
stérilisation s'effectue par irradiation ou
par l'oxyde d'éthyléne. Il est aussi recom-
mandé de les utiliser a des températures
comprises entre 4 et 20°C. On trouve deux
types de tubes: les tubes standards a pa-
rois droites et les tubes Quick-Seal™. Les
tubes standards doivent toujours étre
remplis et bouchonnés pour utilisation
dans les rotors a angle fixe. Les tubes des
rotors horizontaux doivent étre remplis
jusqu'a 2-3 mm du bord. Les tubes
Quick-Seal sont remplis jusqu'a la base
du cou: ne pas utiliser de bouchons, ils
sont scellés et I'on fournit des adaptateurs
spéciaux. Les tubes ULTRA-CLEAR™
peuvent étre perforés pour la récolte des
gradients.

3.4.2. Tubes en pollyallomére

Les tubes en polyallomére se composent
d'éthyléene et de propyléne copoly-
mérisés. Ils ont une apparence cireuse et
sont réutilisables a moins de déformation
évidente résultant de l'autoclavage ou la
centrifugation. Ils sont recommandés
pour les séparations d'ADN en gradient
de chlorure de césium parce que 1'ADN
n'adhére pas aux parois du tube. Cepen-
dant, les tubes de polyallomere ne peu-
vent étre congelés ou centrifugés a des
températures inférieures a 2°C car ils
peuvent craquer.
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Il existe deux types de tubes de polyallo-
mére a parois minces comme dans le cas
des tubes ULTRA-CLEAR™: standards et
Quick-Seal™. Les tubes standards
doivent &tre complétement remplis et
bouchonnés pour centrifugation dans les
rotors a angle fixe. Dans le cas des rotors
horizontaux ("swinging bucket"), il faut
les remplir a 2-3 mm du bord et ne jamais
utiliser de bouchons. Les tubes Quick-

différents types de rotors, ils doivent étre
remplis et utilisés avec leur adaptateur.
Les tubes standards et Quick-Seal peu-
vent étre perforés pour la récolte des gra-
dients. Les tubes de polyallomére a parois
épaisses peuvent étre utilisés partielle-
ment remplis avec ou sans bouchon dans
les rotors a angle fixe ou horizontaux. Ils
ne peuvent cependant étre percés pour
récolter les fractions.

Seal sont recommandés pour les
Tableau 1
Propriétés physiques des
milieux de centrifugation les plus utilisés
Masse Densité

moléculaire maximale Force Osmolalité Absorp
Nom (Daltons) g/cm?® ionique al2g/cm® Viscosité UV
Sels inorganiques
Chlorure de césium 168.4 1.88 ++++ ++++ + faible
Trifluoroacétate de césium 245.9 2.60 ++++ 4+ + faible
Molécules organigues
Saccharose 3423 1.30 non-jionique +4+4+ +4+++ faible
Ficoll 400 000 1.23 non-jonique ++4+ +4+++ faible
Tartrate de potassium 226.3 1.48 +4+++ ++++ + faible
Molécules aromatiques iodées
Nycodenz 821 1.42 non-ionique iso-osmotique ++ faible
Métrizamide 789 1.46 + iso-osmotique ++ faible
Rénographine 614 1.45 + iso-osmotique  ++ faible
Silice colloidale
Percoll na.? 1.13 non-ionique iso-osmotique + faible

a

non-applicable, le Percoll est composé de particules de silice de 17-30nm
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3.4.3. Tubes en polycarbonate

Les tubes en polycarbonate sont des tubes
transparents trés rigides: ils peuvent étre
stérilisés a I'autoclave bien que l'on con-
seille des méthodes plus douces comme
l'irradiation ou l'oxyde d'éthyléne. Les
tubes en polycarbonate ne devraient pas
étre utilisés avec des solutions a pH>9. En
général, on les utilise dans les mémes
conditions que les tubes en polyallomeére
aux parois épaisses: ils ne peuvent étre
perforés pour la récolte des gradients.

3.5. RECOLTE DES FRACTIONS

La récolte des gradients s'effectue ma-
nuellement ou automatiquement par per-
foration des tubes, a I'aide d'une aiguille.
La compagnie Beckman offre un appareil
polyvalent pour la perforation et la
récolte des gradients (Beckman Universal
fraction Recovery System) qui sert a la
plupart des applications en virologie
(Figure 6). 5il'on désire une plus grande
précision, il faut recourir a des systémes
plus sophistiqués de fractionnement
automatisé avec mesure volumétrique
des fractions, nécessitant une solution
dense pour le déplacement du gradient
(saccharose 66% ou Fluorinert 1.93 g/
cm?®) (Instrumentation Specialties Co.,
Nebraska, USA)

Lorsque l'on concentre ou purifie des
échantillons viraux trés concentrés, la
visualisation directe de la bande virale est
parfois possible et I'on peut directement
récolter le virus a l'aide d'une pipette Pas-
teur insérée directement sous la bande
d'intérét. Dans la plupart des cas cepen-
dant, un fractionneur est requis pour la
récolte du gradient et I'analyse des frac-
tions. La détection des virus ou de leurs
composantes virales peut se faire par
spectrophotométrie (UV), par micro-
scopie électronique directe des fractions
en coloration négative, par comptage a

scintillation lorsque le virus est marqué
radioactivement ou encore par réfracto-
métrie, si la densité de flottaison est con-
nue. On peut utiliser aussi des méthodes
biologiques pour la détection des virus:
infectivité, hémagglutination ou autres
activités antigéniques ou biologiques
(Davis et al. 1969). Les méthodes basées
sur l'infectivité en culture de tissus ou
chez l'animal sont universelles mais
l'opération peut demander jusqu'a une
semaine. Habituellement le chercheur
désirera des résultats plus rapides. Un
bon nombre de virus de différents
groupes (adénovirus, poxvirus, herpés-
virus, échovirus, myxovirus, paramyxo-
virus, coronavirus, togavirus, flavivirus,
bunyavirus) peuvent agglutiner les
érythrocytes de certains animaux et peu-
vent ainsi étre détectés rapidement par
une épreuve d'hémagglutination qui
prend environ une heure. La microscopie
électronique, lorsque disponible, permet
aussi la localisation et l'identification
rapide des fractions virales ainsi que
l'évaluation du niveau de purification at-
teint (chapitre 11). Enfin, plusieurs
techniques basées sur I'antigénicité
complétent la gamme des méthodes pour
détecter rapidement les virus: mention-
nons les essais immunoenzymatiques,
l'immunodiffusion et les essais radio-
immunologiques.

Enfin, étant donné que les virus sont des
particules fragiles, ils se conservent
mieux congelés a —20°C ou moins. Au
moment de leur utilisation, on doit les
décongeler rapidement a 37°C. Des cycles
répétés de congélation et décongélation
sont a éviter: il est préférable de congeler
les échantillons en aliquots. Pour les virus
extrémement labiles, spécialement les vi-
rus enveloppés, il est préférable de les
conserver a plus basse température dans
un congélateur mécanique (-70°C ou
-100°C) ou encore dans l'azote liquide
(-195°Q).
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4. PARAMETRES IMPORTANTS

4.1. COEFFICIENT DE
SEDIMENTATION (S,, )

Le taux de sédimentation des particules
est exprimé en unités Svedberg, tel que
mesuré dans l'eau a 20°C et identifié S, ,
et équivaut a 107 sec. La vitesse de sédi-
mentation d'une particule est proportion-
nelle & sa masse: étant donné que cette
valeur en secondes est généralement trop
faible, elle est arbitrairement multipliée
par 1000. On a évalué la vitesse de sédi-
mentation de la plupart des particules
virales (voir Tableau 2). La valeur SZO,W
est particulierement utile pour prédire les
temps de centrifugation et pour la sélec-
tion de rotors efficaces.

La détermination précise de la constante
de sédimentation s'effectue avec une cen-
trifugeuse analytique, non disponible
dans la plupart des laboratoires de virolo-
gie o1 I'on ne retrouve en général que des
centrifugeuses préparatives. Toutefois,
méme avec une centrifugeuse prépa-
rative, il est possible d'estimer la valeur
S,,.. par extrapolation linéaire avec des
marqueurs de sédimentation dont la
valeur est connue.

4.2. DENSITE DE FLOTTAISON

La densité d'une particule virale réfere a
la relation entre la masse de son volume
et la masse du méme volume d'eau a 4°C
et est exprimée en grammes par cen-
timetre cube (g/cm?). Pour la plupart des
virus, la densité a été établie (Tableau 2)
et cette valeur est importante dans la
sélection du milieu de centrifugation
pour la séparation isopycnique (densité
de flottaison). Notez que le saccharose et
le Ficoll ne permettent pas la centri-
fugation isopycnique des virus non-en-
veloppés.

4.3. FACTEURSKETK'

Ces deux facteurs calculés par le manu-
facturier pour chacun de ses rotors sont
trés utiles pour évaluer la performance
d'un rotor et établir le temps de centrifu-
gation.

En utilisant la formule:

T=
5

20w

ou T est exprimé en heure, K est le facteur
d'efficacité du rotoret S, est la constante
de sédimentation, il est possible d'estimer
en heures le temps requis pour déposer
au culot une particule virale, ceci a la
vitesse maximale du rotor. On peut aussi
déduire de l'équation précédente que
plus le facteur K est petit, plus le rotor est
efficace pour sédimenter une particule
virale.

Le facteur K' est calculé dans des condi-
tions de centrifugation en gradient de
densité linéaire (saccharose 5 a 20%) et
non dans l'eau seulement comme dans
I'estimation du facteur K. Les facteurs K'
ont été évalués pour des particules de
densité variant de 1.1 a 1.9 g/cm? Les
valeurs K et K' sont données pour chaque
rotor dans le livre d'instruction Beckman
Instruction Manual LR-1M-3 (Rotors and
tubes for Beckman preparative ultracentri-

fuges).

4.4. QUELQUES CONSIDERATIONS
SUR L'ECHANTILLON

Avant de centrifuger un échantillon viral
en gradient de densité, il convient de
mesurer son volume et sa densité car cer-
taines regles sont a respecter pour fa-
voriser la séparation de type analytique.
Ainsi la concentration idéale de 1'échantil-
lon doit étre 1/10 de la concentration ini-
tiale du gradient: idéalement, I'échantil-



82 CHAPITRE 8

lon déposé sur un gradient de saccharose
10 a 40% ne doit pas étre plus élevé que
1%. 1l en va de méme pour le volume
maximal a appliquer qui se situe & envi-
ron 0.05% du volume du tube.

FORCE DE CENTRIFUGATION

En général, dans le cas des centrifuga-
tions préparative, les chercheurs en
général surchargent leurs gradients et ont
développé des stratégies qui présentent
certains avantages. Les lecteurs sont in-
vités a consulter les articles de Arora et al.
(1973 et 1985) et Trudel et Payment (1980).

Figure 2

Sédimentation différentielle de particules virales

Selon le temps de centrifugation, on peut déposer au culot les débris et laisser le virus en suspension ou
encore déposer le virus au culot (figure du haut). Au lieu de déposer au culot le virus et ainsi risquer de
I'endommager, il est possible de centrifuger sur un coussin formé par une solution plus dense que le virus
qui est maintenu a sa densité de flottaison a la surface du coussin (figure du bas).
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A) Rotor vertical

-
A B

B) Rotor a angle fixe

Figure 3

Représentation de la cen-
trifugation en gradient
de densité dans diffé-
rents types de rotors: A)
vertical, B) angle fixe et
C) horizontal.

A) Dans le cas du rotor
vertical le gradient est
réorienté durant l'accélé-
ration et la décélération:
la distance de migration
est courte mais rela-
tivement efficace, requé-
rant un temps minime de
centrifugation. Ces rotors
sont beaucoup utilisés
pour la centrifugation iso-

pycnique.

B) Dans le cas d'un rotor
a angle fixe c'est aussi le
gradient qui se réoriente
durant la centrifugation:
la distance de migration
est plus longue permet-
tant une meilleure sépara-
tion zonale. Bien qu'utile
en gradient de densité,
ces rotors sont beaucoup
plus utilisés pour la sédi-
mentation au culot ou sur
coussin des particules vi-
rales.

C) Les rotors horizon-
taux ("swinging bucket")
sont utilisés surtout pour
le travail en gradient de
densité. Ils permettent
d'obtenir d'excellentes sé-
parations vu I'augmenta-
tion de la distance de
migration: ils sont parti-
culiérement séants pour
les centrifugations zona-
les. Durant la centrifu-
gation c'est le tube qui est
réorienté, il n'y a plus
déplacement du gradient
comme dans le cas des
rotors a angle fixe.
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40 %

Figure 4

Méthode manuelle de préparation d'un gradient discontinu

La solution la plus dense est déposée au fond du tube a I'aide d'une pipette, puis les autres solutions de
densité décroissante sont ajoutées goutte & goutte le long de la paroi de fagon a ce que les phases ne se
mélangent pas. Lorsque le gradient discontinu est laissé & 4°C durant une nuit, la diffusion permet
I'obtention d'un gradient continu. A noter qu'une centrifugation de quelques heures entraine aussi la
formation d'un gradient quasi continu. Cette méthode permet d'éviter l'utilisation d'un formateur de gra-

dient lorsque peu de gradients sont requis.
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Figure 5

Représentation schématique d'un gradient
généré durant la centrifugation

La solution contenant le virus est ajustée a une
densité proche de la densité de flottaison du virus.
Pendant la centrifugation, le gradient est généré et
les particules virales se retrouvent a leur densité
de flottaison. Le gradient généré est relativement
court et nécessite une longue centrifugation, en
général une nuit ou plus. Les milieux de centrifu-
gation pouvant générer un gradient pendant la
centrifugation sont le chlorure de césium et le
Nycodenz; le Percoll peut aussi généré un gra-
dient métastable étant donné la sédimentation
rapide des particules de silice:a noter que le Per-
coll posseéde une faible viscosité, ce qui rend les
temps de centrifugation trés courts (moins d'une
heure).

i

collecteur de fraction

Figure 6

Représentation schématique d'un collecteur de fraction

A Tlaide de l'appareil de Beckman (Universal Fraction Recovery System), le tube de centrifugation
contenant le gradient est perforé par le fond. A I'aide d'une seringue remplie d'air on applique une légére
pression pour faciliter I'égouttement du gradient (traits pointillés) dont les fractions sont récoltées. Il est
aussi possible de récolter le gradient par le haut (trait continu): une solution plus dense que la densité

maximale du gradient est alors introduite par le fond du tube avec la seringue. Le gradient sort par le

haut et les fractions sont récoltées.
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Tableau 2

Propriétés physiques des principales familles de virus

Virus A ARN
Masse Coefficient de
Diameétre moléculaire sédimentation Densité
Famille (nm) Daltons (x 10%) 10 sec g/cm® Type
Poxviridés 300-450 x 170-260 - - - Env.
Herpesviridés 120-150 >1000 - 1.26-1.29  Env.
Baculoviridés  40-110 x 200-400 1000 - 1.18-1.25 Env.
Plasmaviridés 80 - - 1.18 Env.
Iridoviridés 125-130 500-2000 1300-4450  1.16-1.35 Env.
Adénoviridés 70-90 170 - 1.33-1.35 Nus
Papovaviridés 45-55 27-47 240-300 1.32 Nus
Caulimoviridés 50 228 208 1.37 Nus
Tectiviridés 65 70 390 1.38 Nus
Corticoviridés 60 50 230 1.28 Nus
Myoviridés 110x80 x 112x16 210 1040 1.49 Nus
Podoviridés 65x17 47 507 1.5 Nus
Micoviridés 27 6.7 114 1.4 Nus
Inoviridés 760-1950 x 6 11-23 41-45 1.29 Nus
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Tableau 2 (suite)

Propriétés physiques des principales familles de virus

Virus A ADN
Masse Coefficient de
Diameétre moléculaire sédimentation Densité
Famille (nm) Daltons (x 10°) 10 sec g/cm? Type
Réoviridés 60-80 65-130 525-550 1.36-1.39  Nus
Togaviridés 40-70 40-70 150-300 1.2 Env.
Flaviviridés 40-50 35-60 150-250 1.2 Env.
Coronaviridés 80-130 - - 1.18 Env.
Paramyxoviridés 150 500 1000 1.18-1.2  Env.
Orthomyxoviridés ~ 80-120 25 700-800 1.19 Env.
Rhabdoviridés 60 x 180 x 75 300-1000 550-1000 1.17-1.19  Env.
Bunyaviridés 90-100 300-400 350-470 1.2 Env.
Arénaviridés 50-300 - 325-500 1.18 Env.
Rétroviridés 80-100 - - 1.16-1.18  Env.
Picornaviridés 24-30 8-9 140-165 1.33-1.45 Env.
Cystoviridés 75 100 446 1.27 Env.
Caliciviridés 35-39 15 170-183 1.36-1.39  Nus
Léviviridés 23 3.9 78-82 1.46 Nus
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CHROMATOGRAPHIE POUR
L'ISOLEMENT DES VIRUS
ET DES PROTEINES VIRALES

Michel Houde

1. INTRODUCTION

L'étude des virus, que ce soit pour la ca-
ractérisation de leurs propriétés struc-
turales, immunologiques, biologiques ou
autres, passe d'abord par l'isolement de
ce matériel d'étude. La chromatographie
permet d'isoler la plupart des virus et
leurs composantes d'une maniére simple,
douce et reproductible. Quelques proto-
coles plus récents, élaborés par exemple
pour lisolement du virus grippal
(Kristiansen et al. 1979), du virus Epstein-
Barr (Fowler et al. 1985), du poliovirus,
du virus de la rage (van Wezel ef al.
1985), des protéines du virus varicella-
zoster (Keller et al. 1986) et du virus des
oreillons (Swoveland 1986), illustrent
bien la faveur que rencontrent aujour-
d'hui les techniques chromatographiques.

La séparation par chromatographie re-
pose d'abord sur le concept essentiel des
deux phases: une phase mobile, gazeuse
ou liquide, traverse une phase station-
naire, liquide ou solide. Il s'ensuit une
migration différentielle ot les divers
composants initialement présents dans la
phase mobile sont sélectivement retenus

dans la phase stationnaire. Trois varian-
tes de ce concept sont principalement uti-
lisées lors des séparations chromato-
graphiques réalisées en virologie: la fil-
tration sur gel, la chromatographie sur
échangeur d'ions et la chromatographie
d'affinité.

2. FILTRATION SUR GEL

La filtration sur gel sépare les particules
d'apres leur taille. La phase stationnaire
se présente sous la forme d'un gel de
billes rigides dont la taille des pores est
constante (Snyder et Kirkland 1979). Plu-
sieurs diametres de pores sont dispo-
nibles commercialement. A ce sujet, une
description détaillée des caractéristiques
des différents gels et matrices offrts sur le
marché a été réalisée par Janson et Hed-
man (1982). Les particules de la phase
mobile de dimension plus grande que le
diamétre des pores, ne pénétreront pas
les pores des billes et traverseront tres
rapidement le gel. Les particules plus pe-
tites pourront entrer dans les pores et se-
ront retenues dans la phase stationnaire.
Une élution différentielle, proportion-
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nelle a la taille et, par conséquent, a la
masse moléculaire des particules en
présence, pourra donc é&tre obtenue
(Figure 1a).

Ce type de chromatographie constitue un
outil trés valable pour la séparation ini-
tiale d'un échantillon inconnu puisqu'il
permet un apergu général de la composi-
tion de I'échantillon avec un minimum de
manipulation: ainsi cette approche per-
met une indication rapide de la complexi-
té et de la masse moléculaire des com-
posants de I'échantillon (Snyder et
Kirkland 1979). Cette chromatographie a
été utilisée par Ward et al. (1983) qui ont
purifié des fragments de la neura-
minidase du virus de la grippe sur
colonne de Sephacryl S300. Plusieurs au-
teurs ont fait le point sur les aspects
théoriques et les applications pratiques
de la filtration sur gel (Snyder et Kirkland
1979, Janson et Hedman 1982, Yau et al.
1979, Yang et Tsao 1982).

3. CHROMATOGRAPHIE SUR
ECHANGEUR D'IONS

La chromatographie sur échangeur d'ions
permet la séparation de composantes
d'apres leur charge ionique intrinseque.
La phase stationnaire est formée d'une
matrice possédant des groupements fonc-
tionnels chargés et sur laquelle les parti-
cules de la phase mobile pourront étre
retenues. L'échangeur d'ions, habituelle-
ment constitué de particules polyméri-
ques poreuses, peut étre anionique ou
cationique. Le plus souvent, des groupe-
ments sulfonates servent a l'échange
cationique tandis que I'échange an-
ionique s'accomplit par l'intermédiaire
de groupements tri-alkyl-ammonium
(Snyder et Kirkland 1979). Dans 'échange
anionique, l'échantillon X- entre en
compétition avec l'ion Y- présent dans le
tampon de la phase mobile pour les sites

ioniques R* disponibles sur la matrice
(Snyder et Kirkland 1979). La réaction
inverse se produit évidemment dans
I'échange cationique. L'élution, qui se fera
a l'aide d'un gradient de force ionique
(par exemple une concentration crois-
sante ou décroissante de Y-), produira
une désorption graduelle; et la force de la
liaison ionique entre les différentes par-
ticules X~ de l'échantillon et 1'adsorbant
R* déterminant 1'ordre d'élution des par-
ticules (Figure 1b).

Les applications virologiques de cette
technique se révelent; a titre d'exemples,
nous mentionnerons les travaux d'Omar
et Koblet (1985) portant sur la séparation
des composantes du virus de la forét de
Semliki et ceux de Vorndam et Trent
(1984) rapportant la purification des
protéines du virus de l'encéphalite de
St-Louis. Un dernier raffinement a été
apporté ces derniéres années aux tech-
niques de chromatographie sur échan-
geur d'ions: il s'agit de la chromato-
graphie liquide a haute pression (CLHP
ou HPLC en anglais) Nous renvoyons le
lecteur intéressé par cette technique aux
publications de Snyder et Kirkland (1979)
et de Hughes et Wilson (1983).

4. CHROMATOGRAPHIE
D'AFFINITE

La chromatographie d'affinité permet la
purification d'une molécule par adsorp-
tion spécifique de cette molécule sur un
ligand fixé sur une matrice inerte
(Figure 1c). Les interactions trés sélecti-
ves entre enzymes et substrats, antigénes
et anticorps ou hormones et récepteurs
peuvent étre exploitées dans le choix du
ligand et conférer a cette technique un
facteur de purification trés élevé. Ce type
de chromatographie étant trés utilisé de
nos jours (Janson et Hedman 1982), c'est
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donc une application virologique de cette
technique qui sera décrite en détail dans
les sections suivantes.

5. PROTOCOLE
5.1. STRATEGIE

La technique décrite ici permet Il'isole-
ment de la neuraminidase (NA), une
glycoprotéine de surface du virus grip-
pal. Certaines modifications a cette tech-
nique permettent l'isolement indirect de
l'autre glycoprotéine grippale, I'hémag-
glutinine (HA). I est par ailleurs évident
que ce protocole ne saurait s'appliquer
universellement a l'isolement de toutes
les protéines virales: chaque systéeme
ayant ses exigences bien spécifiques, l'iso-
lement de chaque virus et de chaque pro-
téine virale sous-entend donc la mise au
point d'une chromatographie différente.

La premiére étape est la synthese du li-
gand sur lequel s'adsorbera la particule
virale a isoler. Ce protocole décrit la syn-
thése de l'acide N-(para-aminophényl)
oxamique (NAPOA), un inhibiteur de
NA. Au cours de la seconde étape, ce li-
gand est couplé a la matrice par activa-
tion au bromure de cyanogeéne (CNBr)
afin de constituer I'adsorbant proprement
dit. Le virus, aprés avoir été cultivé et
purifié, est soumis a l'action d'un déter-
gent non-ionique, le Nonidet P-40
(NP-40), puis déposé sur la colonne de
chromatographie. La NA retenue par le
ligand sera finalement éluée par un tam-
pon a pH élevé.

5.2. PREPARATION DE
L'INHIBITEUR

Le NAPOA est préparé par hydrogéna-
tion catalytique de l'acide N-(para-nitro-
phényl) oxamique, selon la technique
mise au point par Cuatrecasas (1973).

1. Lecomposé (5 g) (Fox Chemicals) est
dissous dans 30 mL de diméthyl-
formamide, auquel on ajoute 0.5 gde
palladium 10% (p/v) adsorbé sur
charbon de bois.

2. La réaction de réduction se poursuit
durant 4 h & la température de la
piece sous 40 mm Hg de pression.

3. Le charbon de bois est ensuite séparé
du composé réduit par filtration puis
ce dernier est lyophilisé, suspendu
dans un volume minimal de dimé-
thylformamide et précipité dans
I'éther. Le composé est entreposé
sous vide a —20°C a l'abri de la lu-
miere.

Certaines exigences spécifiques régissent
le choix du ligand (Yang et Tsao 1982):

* la constante de dissociation entre le
ligand et la molécule doit étre
inférieure a 10° M; il est & noter que
cette méme constante peut varier
selon que le ligand se trouve sous
forme libre ou immobilisée sur une
matrice

¢ le ligand doit étre bifonctionnel et
comporter un site d'affinité et un site
d'immobilisation

* ce ligand doit é&tre stable durant la
modification chimique.

5.3. PREPARATION DE
L'ADSORBANT

Le ligand, le NAPOA, doit étre couplé par
une liaison azo & une matrice faite de
billes d'agarose contenant le tripeptide
glycyl-glycyl-tyrosine (Gly-Gly-Tyr). Le
choix de cette matrice de support est trés
important. Yang et Tsao (1982) énumerent
cinq propriétés qui sont essentielles a une
bonne matrice:
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¢ elle ne doit pas réagir elle-méme avec
les protéines et doit donc étre hydro-
phile et sans charge intrinséque

* elle doit avoir de bonnes propriétés
mécaniques, qui seront retenues
aprés traitement chimique, pour
minimiser le débit et assurer un
écoulement uniforme

» elle doit avoir une bonne porosité
pour faciliter le passage des macro-
molécules a l'intérieur de la bille

* le nombre de groupements actifs dis-
ponibles doit étre suffisant

* elle doit posséder une certaine stabi-
lité mécanique et chimique.

Janson et Hedman (1982) mentionnent
également d'autres qualités telles que l'in-
solubilité, la facilité de dérivatisation, le
colt et la réutilisabilité. Quatre princi-
paux types de polymeéres, tous hydro-
philes, sont utilisés: la cellulose, I'agarose,
le dextran et le polyacrylamide. L'aga-
rose, a 4%, en billes de 0.1 mm de dia-
metre (Sepharose 4B), demeure a ce jour
la matrice la plus populaire, a cause de sa
perméabilité aux macromolécules, de son
adsorption non spécifique faible et de sa
stabilité chimique.

Le GlyGlyTyr sert ici de bras entre la
matrice et le ligand afin de faciliter le
couplage, en réduisant les obstructions
stériques possibles entre la matrice et la
molécule a isoler. Ce bras, qui doit étre
flexible et mobile, doit avoir une longueur
bien précise; trop court, il est inefficace et,
trop long, il peut adsorber certaines
molécules non spécifiquement. 11 est a
noter que l'entreposage prolongé (plus
d'un an) de GlyGlyTyr ou de tout autre
type de bras peut occasionner des
problemes de spécificité.

L'inhibiteur NAPOA est finalement
couplé a l'agarose activée. L'adsorbant
obtenu peut &tre entreposé durant un an a
4°C. Cet adsorbant peut étre réutilisé
fréquemment (jusqu'a une douzaine de
fois). Il est préférable cependant de le re-
tirer de la colonne et de le suspendre de
nouveau dans du NaCl 0.1 M entre
chaque usage; au bout d'une heure, 1'ad-
sorbant est redéposé dans la colonne puis
lavé avec le tampon de chromatographie.

Méthode

1. Suspendre dans un bécher de
250 mL, 50 mL de Sepharose 4B
(Pharmacia) dans de l'eau distillée
jusqu'a un volume de 100 mL.

2. Ajouter 12 g de CNBr a la suspen-
sion, sous agitation magnétique.

3. Ajuster et maintenir le pH a 11 avec
du NaOH 4 M. Lorsque le pH se sta-
bilise (environ 10-15 min), refroidir
rapidement a 4°C.

4. Laver lasuspensionavec1 L de tam-
pon NaHCO, 0.2 M, pH 9.5a 4°C en
utilisant un filtre en verre fritté de
type grossier.

5. Suspendre l'agarose activée dans
100 mL le méme tampon contenant
2 g de GlyGlyTyr.

6. Agiter doucement pendant 16 h a
4°C.

7. Laver l'agarose a 20°C avec 8 L de
NaCl 0.1 M (durant 8 h environ).
Laver de nouveau apreés entreposage.

8. Dissoudre 80 mL de NAPOA dans
30 mL de HC1 0.4 M froid.
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9. Aprés 1 min, ajouter 150 mg de ni-
trite de sodium dissous dans 1 mL
d'eau froide.

10. Ajouter 80 mL d'une pate contenant
30 mL d'agarose-GlyGlyTyr en sus-
pension dans du tampon NaHCO,
0.5 M, pH B89 a 20°C. Ajuster
immédiatement le pH a 8.8.

11. Agiter doucement l'adsorbant pen-
dant 8 h a 20°C.

12. Laver l'adsorbant avec 12 L de NaCl
0.1 M (pendant 6-8 h). Laver avec le
tampon de chromatographie avant
son utilisation.

5.4. SOLUBILISATION DES
GLYCOPROTEINES

Le virus influenza A/URSS/90/77
(HIN1) cultivé sur oeufs embryonnés de
poulet de 11 jours est dissocié par traite-
ment au NP—40, puis purifié sur gradient
de saccharose (Arora et al. 1985). La sus-
pension de protéines virales peut étre
déposée, si nécessaire, sur un gradient
continu de saccharose 5-25% (coussin de
2 mL de saccharose 60%) et centrifugée
pendant 16-18 h a 27 000 rpm (rotor
SW-27, Beckman) a 4°C (Phelan et al.
1980). Comme la HA et la NA migrent
dans la méme zone du gradient, les frac-
tions contenant a la fois NA et HA sont
détectées par un test d’hémagglutination
(voir section 5.6), rassemblées et dialysées
contre le tampon de chromatographie.

Méthode

1. Suspendre 5-10 mg de virus A/
URSS/90/77 (HIN1) dans 1.5 mL de
tampon phosphate saline (PBS),
pH 7.2,420°C.

2. Ajouter 1.5 mL de détergent NP-40
(Sigma) 2% v/v dans du PBS pH 7.2.

3. Incuber 60 min a 20°C. Agiter sur
Vortex a toutes les 10-15 min.

4. Ajouter 27 mL de tampon (acétate de
sodium 0.05 M, CaCl, 2 mM, EDTA
0.2 mM, pH 5.5) refroidi a 4°C.

5. Centrifuger la suspension a 30 000
rpm (rotor 50.2Ti, Beckman) durant
60 min, a 4°C.

6. Récupérer le surnageant et répéter
I'opération 5.

7. Récupérer le surnageant final.
5.5. CHROMATOGRAPHIE

Placer un volume de 4 mL d'adsorbant
Sepharose 4B-GlyGlyTyr—-NAPOA dans
une colonne de verre (8 x 60 mm). La
colonne est ensuite équilibrée & 20°C avec
20 volumes de tampon de chroma-
tographie (contenant 0.1% de NP-40). Ces
conditions sont optimales pour l'adsorp-
tion de la NA de Vibrio cholerae, de Clos-
tridium perfringens et du virus grippal
(Cuatrecasas 1973).

L'échantillon viral est déposé délicate-
ment sur la colonne. Une ou deux autres
colonnes peuvent étre rajoutées en série
au systeme. Toutefois, chaque colonne est
lavée puis éluée individuellement. Un
débit d'environ 1 mL/min doit étre re-
cherché. Lorsque l'échantillon (environ
30 mL) est totalement passé dans la
colonne, celle-ci est lavée avec du tampon
de chromatographie (avec NP-40 0.1%)
jusqu'a ce que l'absorbance (& 254 nm)
soit revenue au niveau du tampon.

L'élution de la NA se fait avec un tampon
contenant du NaHCO, 0.1 M pH 9.1 (et
facultativement, 0.1% de NP-40). Ce tam-
pon accentuera la couleur brune de l'ad-
sorbant. Pour neutraliser l'alcalinité des
fractions contenant la NA, on ajoute a
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chaque tube de collection, 0.1 mL de
tampon acétate de sodium 0.5 M pH 9.1.
On recueille des fractions de 1 mL. L'élu-
tion se fait jusqu'a ce que l'absorbance
(254 nm) revienne au niveau du tampon
d'élution. La longueur d'onde de 254 nm
est préférable a 280 nm, en raison de l'in-
terférence moindre du NP-40 a cette
longueur d'onde.

5.6. ANALYSE DES FRACTIONS

On doit évaluer les fractions récoltées
(une fraction sur deux) quant a leurs ac-
tivités neuraminidasique et hémagglu-
tinante ainsi que leur absorbance
(254 nm). Le test d'activité neuraminida-
sique se fait par évaluation spectrophoto-
métrique de la libération d'acide N-acétyl
neuraminique en utilisant la fétuine
comme substrat (Aymard-Henry et al.
1973). Le test d'hémagglutination se fait
par agglutination d'une suspension de
globules rouges de coq (0.5% dans du
PBS, pH 7.2) (Palmer et al. 1975).

On rassemble les fractions d'élution con-
tenant la NA et dépourvues d'activité
hémagglutinante. Des billes de polymeére
Bio—Beads SM-2 (Bio-Rad) sont ajoutées
(10% p/v) a la NA pour enlever le NP—40
résiduel. La présence du détergent est
mise en évidence par la lecture de I'absor-
bance & 254 nm (celle-ci devrait revenir a
0.1-0.2). La NA peut étre ensuite dialysée,
concentrée ou lyophilisée. On peut effec-
tuer une électrophorése pour évaluer le
degré de pureté de la NA.

5.7. TECHNIQUE D'ISOLEMENT DE
L'HEMAGGLUTININE

L'isolement de HA peut également étre
réalisé avec la colonne d'affinité pour la
NA (Phelan et al. 1980). L'utilisation de la
souche grippale recombinante A/ URSS /
92 /77 (H1) x A/ Prague/ 1/ 56 (N7)
permet une meilleure séparation de HA

et NA. La centrifugation préalable du
matériel viral sur gradient continu de sac-
charose 5-25% (coussin de saccharose
60%) est cependant indispensable. Le pH
du tampon de chromatographie doit aussi
étre ajusté a 6.8 afin de faciliter la conser-
vation de l'activité hémagglutinante de
HA.

6. RESULTATS

6.1. ISOLEMENT DE LA
NEURAMINIDASE

La figure 2a illustre une chromato-
graphie d'affinité avec le virus A/URSS/
90/77 (HIN1). Une partie de NA (environ
5%) se retrouve encore avec HA dans la
phase de chargement de la colonne mais
aucune activité hémagglutinante n'ap-
parait dans 1'éluat. La NA isolée peut re-
présenter de 2 & 4% de la quantité initiale
de virus.

6.2. ISOLEMENT DE
L'HEMAGGLUTININE

La Figure 2b montre l'isolement de la HA
par chromatographie d'affinité pour la
NA. Des rendements de 5 a 7% de HA
(par rapport a la quantité initiale de vi-
rus) peuvent étre obtenus avec cette tech-
nique. Par contre l'activité hémaggluti-
nante peut étre difficile a conserver.

7. CONCLUSIONS

Le protocole illustré dans ces pages ne
représente que l'une des nombreuses
applications de la chromatographie en
virologie. Les applications possibles sont
nombreuses car il y a peu de facteurs limi-
tants. Les particules virales peuvent étre
isolées de presque n'importe quel milieu,
la plupart des propriétés physico-chimi-
ques et fonctionnelles des protéines vi-
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rales (masse moléculaire, charge intrin-
seque, activité enzymatique, antigénicité,
etc) peuvent étre mises a contribution
pour isoler la protéine. De plus, la plupart
des colonnes chromatographiques peu-
vent étre réutilisées fréquemment.

Cette technique comporte aussi certains
désavantages. Ainsi, l'isolement des virus
et des protéines virales reposant sur leurs
propriétés spécifiques, ce fait entraine la
spécificité de chaque systéme chromato-
graphique, inconvénient qui est moins
fréquent en électrophorése. La présence
de contaminants dans I'isolat final peut
aussi devenir importante, particulie-
rement dans le cas de chromatographies
moins spécifiques comme la filtration sur

gel. Parfois, méme la chromatographie
d'affinité peut difficilement éliminer les
adsorptions non spécifiques qui viennent
interférer et contaminer la préparation
finale de virus ou de protéines. L'élimina-
tion préalable de certains de ces contami-
nants par centrifugation sur gradient par
exemple (ou par une autre chromatogra-
phie) doit alors étre envisagée. Quoiqu'il
en soit, la simplicité des techniques chro-
matographiques, la vaste gamme des
matrices qui sont disponibles sur le
marché et la faculté de conservation des
activités biologiques des protéines re-
présentent autant d'avantages faisant de
la chromatographie l'une des techniques
d'isolement les plus attrayantes.
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a)

b)

<)

d)

Figure 1

Séparation des protéines par différents types de chromatographie

Les protéines a et b du virus sont solubilisées par un détergent: trois types de chromatographie
peuvent servir a la séparation de ces deux protéines.

La chromatographie sur échangeurs d'ions permet de séparer les protéines d'aprés leur charge
ionique. La protéine 4, de charge positive, ne sera pas retenue par la résine qui est aussi de charge
positive, et sera éluée rapidement. La protéine b de charge négative, sera retenue par la résine tant
que la concentration saline du tampon d'élution ne sera pas suffisante pour annuler les forces d'at-
traction.

La filtration sur gel permet de séparer a et b selon leur taille. La protéine b étant plus grosse ne
pourra pénétrer les pores des billes et traversera donc rapidement le gel. La protéine 4 sera retardée
car elle aura tendance a pénétrer les pores des billes.

La chromatographie d'affinité utilise une matrice sur laquelle est fixée un ligand. Le ligand étant
spécifique a la protéine b , cette protéine se liera au ligand immobilisé et demeurera fixée dans la
colonne tant qu‘un tampon d'élution approprié ne sera pas passé dans la colonne. La protéine a pas-
sera sans étre retardée.



98 CHAPITRE 9

n
w
o
o
1

Activité HA —— Activité NA (DO 549 nm)

Activité HA

Activité NA (549 nm)

Fraction
Figure 2a
Chromatographie d'affinité pour la purification de la neuraminidase (NA).
Isolement de la NA par chromatographie d'affinité utilisant le NAPOA comme adsorbant. Le virus A/
URSS/90/77 (HIN1) a été traité avec le NP-40, centrifugé au culot puis le surnageant contenant les

protéines virales a été déposé sur la colonne de chromatographie. Les fractions d'élution démontrant une
activité neuraminidasique supérieure a 0.5 ont été rassemblées pour constituer la fraction purifiée de NA.
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Figure 2b

Isolement de HA par chromatographie d'affinité utilisant le NAPOA comme adsorbant

Le virus A/URSS/92/77 (H1) x A/Prague/1/56 (N7) a été traité avec le NP-40 puis centrifugé sur
gradient continu de saccharose 5-25% et un coussin de 60%. Les fractions du gradient démontrant une
activité hémagglutinante ont été rassemblées puis dialysées contre le tampon de chromatographie.
L'échantillon a ensuite été déposé sur la colonne de chromatographie. Les fractions de chargement ne
démontrant aucune activité neuraminidasique significative ont été rassemblées pour constituer le HA. Le
tampon d'élution ne contenait pas de NP—40.
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ELECTROPHORESE DE

PROTEINES VIRALES EN GEL DE
POLYACRYLAMIDE

Michel Trudel et Pierre Payment

1. INTRODUCTION

La méthode utilisée la plus couramment
pour caractériser le nombre ou la masse
moléculaire des protéines virales est sans
contredit 1'électrophorése en plaques sur
gel de polyacrylamide en présence de
SDS (sodium dodecyl sulfate). La tech-
nique que nous vous proposons est celle
de Laemmli (1970) que nous avons légére-
ment modifiée. Elle tire avantage de
l'utilisation de plaques de verre qui per-
mettent 1'électrophorese simultanée de
plusieurs échantillons pour fin compara-
tive.

Le principe de base repose sur le fait que
le détergent anionique SDS réagit avec les
protéines pour former des complexes
chargés négativement. Comme la quan-
tité de SDS fixée par chaque protéine est,
en général, fonction de la taille de la
protéine, la séparation s'effectue sur la
base de la masse moléculaire. Le pouvoir
de résolution de la technique repose sur
l'utilisation d'un gel de regroupement

superposé sur un gel de séparation a pH
différent. Le gel de regroupement permet
de concentrer les protéines virales conte-
nues dans I'échantillon en une mince
bande, menant a une meilleure sépa-
ration.

Les utilisateurs éventuels sont invités a
consulter les livres de Andrews (1981),
Gordon (1980), Dunbar (1987) ainsi que le
manuel de techniques en biologie molécu-
laire de Walker (1984).

2. METHODE
2.1. PREPARATION DES GELS

Pour la séparation des protéines virales,
nous utilisons en général un gel de
séparation de 12% (p/v) d'acrylamide
avec un rapport acrylamide-méthyiene
bis—acrylamide de 30:0.8. L'acrylamide
est dissous dans un tampon Tris-HCI,
pH 8.4 (solution A) et 0.12% de persul-
fate d'ammonium (solution E).
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Le gel de regroupement est constitué de
3% d'acrylamide dans du tampon
Tris-HC1 0.125 M, pH 6.8 additionné de
0.1% (p/v) SDS, 0.05% (v/v) TEMED et
0.12% persulfate d'ammonium (solu-
tion E).

Le tampon d'électrophorése est constitué
de Tris-HCI 0.025 M, glycine 0.192 M,
0.1% SDS (p/v).

Le gel est coulé entre deux plaques de
verre de 18 cm de longueur et 14 cm de
largeur, I'épaisseur du gel est de 1.5 mm.
Nous utilisons l'appareillage de Bio—Rad
(Protean, Bio-Rad, Mississauga, Ont.,
Canada). D'autres compagnies offrent un
appareillage équivalent. Mentionnons,
entre autres, Pharmacia (Uppsala, Suéde)
et Hoefer Scientific (San Francisco, Ca,
USA).

Solutions

Solution A
Trig base ....occeiieniciiirinciiecrinninnns 366 g
=1 B = Z 08¢g
EDTA tétrasodique .......cccouurenne. 152¢g
TEMED ..o, 230 uL

Ajouter 50 mL d'H,O et ajuster a
pH 8.4 avec du HCl1 10 N, puis com-
pléter a 100 mL.

Solution B
Tris base (0.5 M) .oveeveveverrenens 6.057 g

Ajouter 50 mL d'H,O et ajuster le pH &
6.8 avec HCl 10 N, puis compléte a
100 mL.

Solution C
Acrylamide .....ccviviinnineniiciiininnnn, 30g

N.N'-méthylene-bis-
acrylamide .......cooorevininieininnnan, 08g

Compléter a 100 mL avec H,O, filtrer
et conserver a 4°C, dans une bouteille
opaque.

NOTE: TOXICITE DE L'ACRYLAMIDE

L'acrylamide est neurotoxique et doit
étre manipulé avec beaucoup de précau-
tions. Il faut en particulier se laver les
mains aprés la manipulation du mo-
nomeére et faire attention en pesant la
poudre pour ne pas en respirer: le port
d'un masque de type chirurgical est re-
commandé.

Solution D

Compléter & 100 mL avec H,O
Solution E
Persulfate d'ammonium................ 02g

Compléter a4 100 mL avec H,O. Uti-
liser toujours une solution fraiche afin
d'assurer une polymérisation égale
du gel.

Solution F
Bleu de bromophénol .................. 005g
Complétez a 100 mL avec H,O.

Dans un premier temps, couler le gel de
séparation et laisser le polymériser toute
la nuit sous une mince couche d'eau dis-
tillée pour former une interface parfaite-
ment droite. Le lendemain, enlever le sur-
plus d'eau, couler un gel de regroupe-
ment et insérer le peigne pour former les
puits. Le gel polymérise en 45 min; en-
lever le peigne et charger les échantillons
dans les puits.
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Figure 1

Représentation schématique d'un gel d'électro-
phoreése en plaques

2.2. PREPARATION DES
ECHANTILLONS

Les protéines de référence utilisées pro-
viennent de chez Bio—Rad: standards de
faible masse moléculaire variant de
14 000 a 97 400 et de masse moléculaire
élevée de 42 000 a 200 000.

Standards de masse moléculaire

Faible
Lysozyme.......cccoveveinieniininnnnnne 14 400
Inhibiteur de trypsine................. 21 500
Anhydrase carbonique ............... 31 000
Ovalbumine.......ccooorvuvvriniinnins 42 699
Albumine sérique bovine........... 66 200
Phosphorylase B ........cccoucviiiniinns 97 400

Elevée
Ovalbumine........ccoceiiinrncnneans 42 699
Albumine sérique bovine........... 66 200
Phosphorylase B ... 97 400
B-galactosidase ........ccooueveuiuinnns 116 250
MYOSINE ....ccovimrereeeeinreeiiias 200 000

Les échantillons viraux et les protéines
servants de marqueurs de masse molécu-
laire sont dissociés par chauffage a 100°C,
pendant 5 min, dans un tampon conte-
nant 0.5% SDS, 2.5 mM EDTA, 2.5% 2-
mercaptoéthanol, 5% glycérol et 5 mM
Tris-HCl, pH 6.8 et finalement 0.001% de
bleu de bromophénol qui servira a identi-
fier le front de migration. Le glycérol sert
a donner a I'échantillon la viscosité néces-
saire pour empécher sa diffusion lorsque
I'on ajoute le tampon d'électrophorése.

11 est & noter que pour identifier les com-
plexes de protéines qui seraient reliées
par des ponts disulfure, on travaille en
conditions non réductrices, c'est-a-dire
sans mercaptoéthanol.

2.3. ELECTROPHORESE

Pour séparer les protéines on applique, a
l'aide d'une source de tension, un courant
constant de 60 mA. La séparation est
arrétée lorsque le bleu de bromophénol
migre a environ 1 cm du bas du gel. Les
protéines séparées sur le gel sont ensuite
colorées au bleu de Coomassie ou a
l'argent (figure 2).
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2.4. COLORATION AU BLEU DE
COOMASSIE

Le gel est mis en contact durant 60 a
90 min avec une solution constituée de
0.46 g de bleu de Coomassie (Brillant
bleu R250, Bio—Rad) dans 400 mL d'une
solution contenant 60% d'eau, 30% de
méthanol et 10% d'acide acétique. Cette
solution, sans le colorant, sert aussi a
décolorer le gel pour mettre en évidence
les protéines virales. Le temps de décolo-
ration pour la mise en évidence des
protéines est d'environ 16 heures sous
agitation lente en changeant plusieurs
fois de solution pour obtenir une déco-
loration complete du gel.

0,05 ug

Figure 2

Profil de séparation de protéines de faible
masse moléculaire sur gel de polyacrylamide
10% en présence de SDS et en conditions

réductrices.

Coloration au bleu de Coomassie (A) ou a l'argent
(B) des marqueurs de masse moléculaire suivants:
phosphorylase B (97 400), albumine sérique bo-
vine (66 200), ovalbumine (45 699), anhydrase
carbonique (21 500) et lysozyme (14 400).

2.5. COLORATION A L'ARGENT

Les protéines virales peuvent aussi étre
révélées par coloration a l'argent. La
méthode que nous utilisons est celle de
Merril et al. (1980 et 1982). Il existe aussi
d'autres méthodes aussi sensibles en par-
ticulier celle de Oakley (1980).

1. Dans un premier temps, les protéines
ont été fixées dans une solution con-
tenant 50% de méthanol et 12%
d'acide acétique pendant 20 min
apres que I'excés de SDS ait été enlevé
par trois lavages de 10 min dans une
solution contenant 10% de méthanol
et 5% d'acide acétique.

2. Le gel est mis en contact avec une
solution & 3.4 mM de dichromate de
potassium et 0.0032 N d'acide nitri-
que pendant 5 min.

3. Le gel est ensuite soumis a trois la-
vages de 5 min dans l'eau déionisée
et placé dans une solution de nitrate
d'argent 12 mM durant 30 min.

4. Cette étape est suivie d'un ringage
rapide a l'eau déionisée puis de 2
ringages avec la solution de
révélateur contenant 0.28 M de car-
bonate de sodium et 0.5 mL de
formol par litre.

5. Le gel est placé dans une solution
fraiche de révélateur jusqu'a l'appa-
rition des bandes a l'intensité voulue.
La révélation des bandes est arrétée
par immersion dans une solution a
1% d'acide acétique lorsque les ban-
des montrent I'intensité désirée.

6. Le gel est finalement lavé a 'eau dis-
tillée et gardé dans un sac en plas-
tique scellé.
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3. DISCUSSION

En général, on travaille avec des gels de
10 ou 12% pour séparer les protéines vi-
rales de masse moléculaire variant de
10 000 a 100 000 Daltons. Toutefois, il
est préférable en certaines occasions de
faire varier la concentration du gel pour
séparer des protéines de masse plus
élevée ou plus faible: il faut se rappeler
alors que la limite de séparation d'un gel
a 30% est d'environ 1 000 Daltons et que
la limite pour un gel de 3% est de
1 000 000 Daltons. Pour des protéines ou
des complexes de protéines de masse
moléculaire plus élevée (>2 000 000), on
peut utiliser un gel d'agarose a 0.5%.

Si I'on désire séparer des protéines cou-
vrant un domaine plus vaste de masse
moléculaire, il est recommandé d'utiliser
un gradient de gel. En général, on utilise
un gel de 5 a 20%, quoique la limite
supérieure soit de 30%. Dans le gel en
gradient, lorsque la concentration en
acrylamide augmente, la porosité du gel
diminue; durant l'électrophorese, les
protéines migrent jusqu'a ce qu'elles
soient bloquées par la faible porosité du
gel.

Les conséquences ou avantages du gra-
dient sont triples:

¢ les protéines contenues dans le front
de migration sont entassées et plus
retardées que les protéines qui
suivent, résultant en une meilleure
séparation et entassement des bandes

¢ le gradient permet de séparer en une
seule électrophorése des protéines
couvrant un domaine plus large de
masse moléculaire

* les protéines de masse moléculaire
rapprochée sont plus susceptibles
d'étre séparées sur un gradient que
sur un gel a concentration fixe.

La présence de 'agent réducteur (2—-mer-
captoéthanol) réduit chimiquement les
ponts disulfure ce qui change la structure
moléculaire quaternaire en dissociant les
sous-unités, permettant ainsi d'identifier
les sous-unités d'une protéine ou encore
d'identifier si cette protéine se retrouve a
I'état de monomeére ou de polymere. Il
faut aussi noter que certaines protéines
ont des ponts disulfures internes et que
I'électrophorése en conditions réductrices
change leur configuration et peut-étre
leur réactivité avec des anticorps, particu-
liérement les anticorps monoclonaux.
Lorsque l'on désire caractériser les
protéines virales, il est recommandé de
faire une séparation en conditions réduc-
trices et une séparation en conditions non
réductrices.

La coloration au bleu de Coomassie est
utilisée pour détecter les protéines a une
concentration de 0.1 a 1 pg, tandis que la
coloration a l'argent est de vingt a cent
fois plus sensible.

L'épaisseur du gel peut varier pour ac-
commoder différents volumes d'échan-
tillon selon le but recherché: analytique
ou préparative. L'épaisseur des barres
d'espacement (Figure 1) disponibles
varie de 0.5 a 3 mm (0.5-0.75; 1-1.5;
3 mm). Le nombre de puits, selon les
peignes utilisés, peut varier de 25 a 1 seul
pour comparer plusieurs échantillons ou
pour travailler en condition préparative
pour isoler une protéine d'intérét
(peignes de 25, 20, 15, 10, 5, 3 et 1 puits).
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