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IDENTIFICATION DES PROTEINES
VIRALES PAR IMMUNOEMPREINTE

Michel Trudel et Pierre Payment

1. INTRODUCTION

Une approche nouvelle pour l'identifica-
tion des protéines virales connait, depuis
quelques années, un essor important. 1l
s'agit de l'immunodétection de protéines
séparées par électrophorése, transférées
sur papier de nitrocellulose ou diazo-
benzyloxyméthyle avant d'étre révélées
par un sérum polyclonal ou un anticorps
monoclonal. Le nom d'immunoempreinte
semble de plus en plus réservé pour iden-
tifier cette technique; en anglais, on la
désigne sous le nom de Western-blotting.
Les ouvrages a consulter sont ceux de
Renart et al. (1979), Towbin et al. (1979)
et Burnette (1981) Gooderham (1982) et
Beisiegel (1986). Cette technologie,
dérivée des méthodes d'immunofixation
directe sur gels d'électrophorése, donne
une meilleure résolution. Elle a aussi
donné lieu au développement d'épreuves
rapides d'immunodétection ponctuelle
mieux connue en anglais sous le nom de
"dot-blot” (Sternberg et Jeppesen 1983,
Alric et al. 1986, Heberling et Kalter
1986). Tout comme la technique d'immu-
noprécipitation précédemment décrite,
cette technique tire avantage de l'affinité
de la protéine A pour le fragment Fc des

IgG ou de l'affinité d'un anti-IgG, afin de
détecter le complexe immun (Burnette
1981): la protéine A ou l'anti-IgG peu-
vent étre couplés a un marqueur fluo-
rescent (fluorescéine), radioactif (radio-
iodination) ou enzymatique (peroxy-
dase). On a aussi rapporté l'utilisation de
lectines pour la détection des glyco-
protéines (Ramirez ef al. 1983). Récem-
ment, la détection par marquage a l'or
colloidal connait aussi une popularité
grandissante (Hsu 1984, Brada et Roth
1984).

2. METHODE

La méthode que nous préférons utiliser
pour la détection des complexes immuns
tire avantage de l'affinité de la protéine A
marquée a la peroxydase. L'électropho-
rése initiale pour la séparation des
protéines virales est effectuée selon la
méthode de Laemmli (1970). Le tranfert
électrophorétique des protéines virales
isolées est effectué sur feuilles de nitrocel-
lulose selon la méthode de Towbin et al.
(1979). La détection des complexes
protéines-anticorps s'effectue avec la

N

protéine A couplée a la peroxydase
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(Burnette 1981, Tsang et al. 1983), sauf
que l'iode radioactif est remplacé par I'en-
zyme.

Solutions

Tampon TBS (Tris-Buffered-Saline)

Tris base (50 mM) ......oovvrvenrnnenee. 6.57 g
NaCl (150 mM) ...cooovvrvvmirerirriinnns 877 g
Merthiolate 0.01% (p/V) ....coe..n.. 01g

Compléter a 1 L avec H,O et ajuster a
pH 7.4avec HC112 N

Tampon TBS-T

Tampon TBS ... 999 mL

Tween 20 (0.1%) cooeveeeeeeee s 1mL

Solution colorante

21.

Dissoudre 50 mg de DAB (3-3'
diamino benzydine hydrochloride)
dans 100 mL de tampon TBS. Fil-
trer la solution sur papier What-
man No 1 etimmédiatement avant
son utilisation, ajouter 100 pL de
peroxyde d'hydrogeéne (30% v/v)

TRANSFERT
ELECTROPHORETIQUE

Remplir la cellule de transfert (Bio-
Rad, Trans-Blot Cell, Mississauga,
Ontario, Canada) de tampon d'élec-
trophorése additionné de 20% (v/v)
de méthanol. La quantité requise est
d'environ deux litres: on peut utiliser
le tampon qui a déja servi a I'électro-
phorese.

Placer une éponge déja imbibée de
tampon de transfert sur un coté de la
cassette et y déposer un carré de pa-
pier filtre (Whatman No 1 ou
équivalent) (Figure 1).

3.

Déposer le gel d'électrophorése sur le
papier filtre et recouvrir d'un papier
de nitrocellulose (membrane de nitro-
cellulose, porosité 0.45 um). Il faut
bien identifier I'orientation du gel sur
le papier et faire attention qu'il n'y ait
pas de poches d'air entre la mem-
brane de nitrocellulose et le papier
filtre.

Couvrir la feuille de nitrocellulose
d'une seconde feuille de papier filtre
déja imbibée de tampon de tranfert.

Placer la seconde éponge sur le
dernier papier filtre puis, refermer la
seconde moitié de la cassette et
presser la cassette de maniére a la
refermer. Insérer la cassette montée
dans la cellule de transfert. Assurez-
vous que la membrane de nitro-
cellulose est entre le gel et l'anode
(pole positif, électrode rouge; Fi-
gure 1).

Si I'on désire controler la température
durant le transfert, il faut brancher
I'échangeur de chaleur au bain a
température contrblée et placer la
chambre de transfert sur un agitateur
magnétique: il faut maintenir l'agita-
tion au minimum pour diminuer le
courant généré et ainsi éviter que le
tampon de transfert soit poussé entre
le gel et ]a membrane de transfert. La
séparation du gel de la membrane de
nitrocellulose entraine une distortion
dans le patron de transfert.

Pour effectuer le transfert, monter le
couvercle de branchement et raccor-
der a la source de tension (ex.: Bio-
Rad, modéle 250/2.5). Pour le tranfert
des protéines, ajuster le courant a 50
volts, durant 1 a4 1.5 h).

Lorsque le transfert est complété,
fermer la source de tension, enlever
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2.2.

la cassette de la chambre et récupérer
le papier de nitrocellulose et le gel. Le
papier de nitrocellulose peut étre
conservé a -20°C durant 6 mois ou
utilisé immeédiatement pour l'im-
munoempreinte.

Afin de vérifier si le transfert s'est
bien effectué, le gel peut étre coloré
dans une solution de bleu de
Coomassie (0.25% (p/v) dans 30%
(v/v) de méthanol et 12% (v/v)
d'acide acétique, durant la nuit et
décoloré dans trois bains successifs
de méthanol 30%-acide acétique 12%.

IMMUNOEMPREINTE

La feuille de nitrocellulose sur
laquelle on a transféré les protéines
provenant du gel d'électrophorése est
placée dans un sac de plastique a fer-
meture hermétique, genre Ziplock.
On y ajoute 10 mL de solution de
bloquage (1.5% d'albumine bovine
dans du tampon TBS), sous agitation
constante, sur un plateau basculant
(Rocker plate, Bellco, Vineland, N.J.
USA) a la température de la piece.
Apreés utilisation, la solution de blo-
quage est jetée.

On ajoute ensuite 10 mL de sérum
convalescent ou d'anticorps mono-
clonal a la dilution appropriée (1/100
pour sérum polyclonal, 1/20 pour
surnageant d'hybridome ou 1/100
pour liquide d'ascite) puis on incube
a température de la piéce, durant 2 h,
sous agitation constante.

L'immunoempreinte est alors lavée
trois fois dans du tampon TSB-T pour
des périodes de 10 min.

On ajoute ensuite 10 mL d'une solu-
tion de protéine A ou d'anti-immu-
noglobulines, marquées a la per-

oxydase, spécifiques aux sérums ou

aux anticorps monoclonaux utilisés
pour former les complexes protéine
A-fragments Fc¢ des immunoglobu-
lines ou aux anticorps anti-immuno-
globulines (sérum anti-IgG de souris
pour les anticorps monoclonaux mu-
rins, anti-IgG de cobaye pour sérum
convalescent de cobaye, etc.); puis on
incube 2 h a température de la piece,
sous agitation constante. La dilution
de la protéine A-peroxydase est
généralement 1/2000 dans du tam-
pon TBS-T, tandis que les sérums
anti-IgG de haute affinité sont utili-
sés a des dilutions de 1/3000 a
1/6000.

5. L'immunoempreinte est alors lavée
trois fois dans du tampon TBS-T,
comme précédemment décrit; elle est
ensuite révélée par l'addition de
10 mL d'une solution de DAB
(3-3'diamino benzidine hydrochlo-
ride), durant 10 & 15 min, sous agita-
tion constante, jusqu'a l'obtention de
I'intensité désirée. Le papier de nitro-
cellulose est ensuite rincé a l'eau
déionisée pour arréter le développe-
ment de la couleur.

6. L'immunoempreinte est séchée dans
un incubateur ventilé.

3. DISCUSSION

En général, les antisérums réagissent bien
en immunoempreinte; par contre
plusieurs anticorps monoclonaux, ayant
une spécificité pour un seul épitope, ne se
fixent pas. L'épitope reconnu est proba-
blement détruit par les conditions d'élec-
trophorese. Dans ces cas, I'immunopréci-
pitation est tout indiquée pour déter-
miner leur spécificité (Figure 2).

la majorité des chercheurs préférent utili-
ser les membranes de nitrocellulose: elles
permettent la détection de 10 a 50 pg de
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protéines et ne nécessitent pas d'activa-
tion; cependant elles n'acceptent pas les
transferts électrophorétiques d'acides
nucléiques. D'autres types de membranes
sont disponibles: en particulier le zeta-
probe (Bio-Rad) avec une sensibilité simi-
laire au nitrocellulose, mais qui permet la
fixation d'acides nucléiques; il existe aussi
les papiers aminobenzyloxyméthyle
(AMB; Bio-Rad) et diazo (DBM) qui ac-
ceptent les protéines et acides nucléiques
mais qui requieérent une étape d'activa-
tion. Les papiers diazo fixent aussi les
acides aminés libres, c'est pourquoi les
tampons tris-glycine ne peuvent étre uti-
lisés: il faut alors utiliser un tampon phos-
phate ou borate. Enfin, mentionnons les
papiers échangeurs d'anions DEAE (di-
ethyl-amino-ethyl): leur avantage princi-
pal la récupération du matériel transféré.

Il est important de noter que toutes les
protéines ne sont pas transférées a la
méme vitesse et que les protéines d'une
masse moléculaire supérieure a
60 000 Da sont retardées par rapport

celles de masse moléculaire inférieure.
Pour le transfert de protéines de masse
moléculaire élevée, Gibson (1981) pro-
pose une digestion enzymatique partielle;
cependant, cette approche risque de
détruire certains épitopes qui ne seraient
plus reconnus par les anticorps monoclo-
naux. Il est & noter que les tranferts par
capillarité sont de 10 a 100 fois moins effi-
caces.

Enfin, un mot sur les marqueurs de poids
moléculaire. En général, on utilise des
standards de faible ou haute masse
moléculaire (14 400 a 92 500 ou 45 000 &
200 000 Da), que I'on colore sur le papier
de nitrocellulose apres transfert. La co-
loration utilisée est le bleu de Coomassie
a 0.05% (p/v), durant 3 minutes, suivie
de bains décolorants dans la solution
méthanol (30%)/acide acétique (12%).
Les différentes compagnies telles que Bio-
Rad, Pharmacia ou Sigma offrent mainte-
nant des marqueurs précolorés qui sont
visibles lorsque transférés.
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Figure 1

Représentation schématique de la disposition des divers élements d'une cassette de tranfert, identifiant
les positions respectives du gel et de la feuille de nitrocellulose: parties supérieure et inférieure de la
cassette (a), éponges (b). papier filtre (d), gel d'électrophorese (e), et feuille de nitrocellulose (f).
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Figure 2

Immunoempreinte identifiant les protéines structurales du virus respiratoire syncytial
humain & l'aide d'un sérum convalescent et d'un anticorps monoclonal neutralisant
l'infectivité:

1. Sérum convalescent identifiant les cinq protéines structurales du virus.

2. Localisation d'un épitope de neutralisation sur la glycoprotéine F1 a l'aide d'un
anticorps monoclonal.

3. Sérum négatif.
4. Marqueurs: phosphorylase B (92 500), albumine sérique bovine (66 200), ovalbu-

mine (45 000), anhydrase carbonique (31 000), inhibiteur de trypsine (21 500) et
lysozyme (14 400).
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CARTOGRAPHIE PEPTIDIQUE

Michel Trudel et Pierre Payment

1. INTRODUCTION

Le développement des méthodes de
séparation des protéines par électropho-
rése a mené, entre autres, a la carto-
graphie peptidique pour caractériser les
protéines et identifier les sites actifs des
enzymes ou la localisation des détermi-
nants antigéniques. La méthode in situ
fut développée par Cleveland et al.
(1977). Elle consiste a cliver chimi-
quement avec le bromure de cyanogéne
(Lonsdale-Eccles et al. 1981) ou le N-
chlorosuccinimide (NCS) (Lischwe et
Ochs 1982), ou a cliver avec des endopep-
tidases telles que la protéase V8 (Drapeau
et al. 1972), I'endoprotéinase arginine C
(Levy et al. 1970), la pepsine (Fruton
1976) ou la papaine (Berger et Schechter
1970) les protéines préalablement
séparées par électrophorése en gels de
polyacrylamide. L'hydrolyse ou la diges-
tion se fait directement dans le gel avant
la réélectrophorese dans le cas du CNBr
et du NCS, et durant celle-ci avec les en-
zymes protéolytiques (Tableau 1). En
anglais, on désigne cette technique sous
le nom de "peptide mapping" ou "finger-
printing". Les fragments générés sont
séparés par électrophorése et révélés au
bleu de Coomassie (Cleveland et al.

1977), a 'argent (Merrill et al. 1980), par
autoradiographie (Fairbanks ef al. 1965),
par fluorographie (Bonner et Laskey
1974) ou par immunoempreinte (Towbin
et al. 1979, Burnette 1981, Tsang et al.
1983) apres transfert électrophorétique
sur membrane de nitrocellulose. Les uti-
lisateurs éventuels sont invités a consul-
ter les revues de James (1978), Allen
(1981), Gooderham (1984) ainsi que de
Salinovich et Montelaro (1986a, b).

2. SEPARATION DES
PROTEINES EN GEL DE
POLYACRYLAMIDE

Méthode

1. L'électrophorese de protéines virales
en plaques verticales, s'effectue selon
la méthode de Laemmli (1970) en gel
de polyacrylamide 7.5%. Les différen-
tes solutions et tampons sont décrits
dans le Tableau 2.

2. Un peigne plein est utilisé pour le
puits d'échantillon afin que la bande
de protéine séparée soit continue et
occupe toute la largeur du gel.
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Apreés 1'électrophorése, une mince
bande de gel est prélevée de chaque
cOté de la plaque et sert a l'identifica-
tion des protéines, soit par coloration
au bleu de Coomassie, a 'argent ou
encore a l'identification par immuno-
empreinte.

Une fois la protéine d'intérét repérée,
la bande non colorée est localisée par
alignement des bandes du gel et est
découpée de la plaque non colorée.
Des fragments d'environ 1 ¢cm de
cette bande serviront pour la carto-
graphie avec les différents produits
chimiques ou enzymes. Chaque frag-
ment devrait contenir environ 25 ug
de la protéine.

3. CLIVAGE CHIMIQUE

3.1.

BROMURE DE CYANOGENE
(CNB1)

Equilibrer un fragment de gel, conte-
nant la protéine désirée dans l'acide
formique 70% (v/v): deux bains de
10 min dans 4.5 mL seront suf-
fisants.

Faire réagir des fragments de gel
dans un tube vissé contenant 4.5 mL
d'acide formique 70% et du CNBr a
différentes concentrations: en géné-
ral, 5 mg/mL donne de bons résul-
tats. La digestion s'effectue a 37°C,
durant 16 h, a l'abri de la lumiére.
Préparer aussi un témoin gel/acide
acétique sans CNBr.

Décanter la solution de CNBr et laver
les gels trois fois dans l'acide acétique
10% (v/v), durant 10 min, sous agi-
tation constante.

Rééquilibrer les fragments de gel en
effectuant 4 lavages de 10 min dans

4.5 mL de tampon Tris-HCl1 (0.5 M,
0.04% SDS, pH 6.8).

5. Placer chaque fragment broyé dans
un puits d'un gel de 15 a 20% (p/v)
d'acrylamide ou encore sur un gel de
15% et séparer par électrophorese.

Note: Le CNBr doit étre manipulé
sous une hotte chimique. Il doit aussi
étre désactivé par l'addition d'une
concentration équimolaire d'hypo-
chlorite pendant 24 h avant d'étre jeté.

3.2. N-CHLOROSUCCINIMIDE
(NCS)

1. Laver le fragment de gel dans deux
bains de 10 min d'eau distillée
(25 mL).

2. Equilibrer le fragment de gel dans
une solution urée-eau-acide acétique
(urée 1 g, HO 1 mL, acide acétique
glacial 1 mL). Effectuer deux lavages
de 10 min dans 10 mL de solution.

3. Effectuer le clivage en ajoutant le
NCS 0.15 M dans 10 mL d'une solu-
tion urée/ H,O/ acide acétique et en
incubant durant 30 min a la tempéra-
ture de la piece.

4. Effectuer deux lavages avec 25 mL
d'eau distillée.

5. Equilibrer le gel (trois bains de
50 min) dans 10 mL de tampon Tris
(Tris-HCl1 0.625 M; 0.1% (p/v) SDS,
pH 6.8).

6. Placer chaque fragment de gel broyé
dans un puits d'un gradient de gel de
15 &4 20% d'acrylamide ou encore un
gel de 15% et séparer par électro-
phorese.
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3.3. CLIVAGE ENZYMATIQUE

Le clivage ou digestion enzymatique
comporte trois étapes:

e le contact de la protéine et de l'en-
zyme dans le gel de regroupement

* un arrét de 30 min pour favoriser la
digestion

* laséparation des peptides dans le gel
de séparation

1. Placer chaque fragment de gel broyé
resuspendu dans 50-100 puL de tam-
pon Tris-HCl pH 6.8 (0.125 M, 0.1%
SDS, 10% glycérol) dans un puits d'un
gel de regroupement (voir Solutions
au Tableau 3, gel riboflavine) a l'aide
d'une seringue munie d'une aiguille
18G 1-1/2".

2. Ajouter au dessus du gel, dans
chaque puits, 25 pL. d'enzyme a la
concentration appropriée (5a 20 ug),
diluée dans du tampon Tris-HCI
pH 6.8 (0.125 M, 0.1% SDS, 20%
glycérol, 0.001% bleu de bromo-
phénol).

3. Effectuer l'électrophorése avec un
tampon Tris/ glycine/SDS a un cou-
rant constant de 25 mA et voltage
continu (devrait commencer a 50 V).
Cette étape doit se faire trées lente-
ment (environ 2 h) pour favoriser le
contact entre I'enzyme et la protéine.

4. Arréter le courant apreés 30 min, lors-
que le bleu de bromophénol arrive a
I'interface du gel de regroupement et
du gel de séparation, encore une fois
pour favoriser la digestion.

5. Continuer I'électrophorése pour la
séparation des peptides dans un gra-

dient de gel de 15-20%, a un courant
se situant entre 50 a 70 mA, pendant
environ 3 h.

6. Prélever le gel et le fixer pour la colo-
ration au bleu de Coomassie ou a
I'argent, ou transférer sur papier de
nitrocellulose pour détection par
immunoempreinte. Le transfert élec-
trophorétique se fait a l'aide d'un
appareil Trans-Blot (Bio-Rad; voir
section Immunoempreinte) pendant
environ1 ha50 V.

La Figure 1 illustre les résultats obtenus.

4. DISCUSSION

Certains points méritent d'étre examinés
afin d' obtenir une meilleure séparation
des peptides digérés. L'utilisation d'un
gel de séparation en gradient de 15 4 20%
en remplacement d'un gel de 15% donne
une meilleur séparation des fragments de
faible masse moléculaire.

La concentration d'enzyme a utiliser doit
étre établie en fonction de l'activité spéci-
fique de I'enzyme et du mode de détec-
tion des peptides générés. Certains au-
teurs recommandent d'utiliser des échan-
tillons de 0.05 pg. Nous préférons utiliser
des échantillons plus concentrés, soit
d'environ 0.1 a4 5 ug: pour identifier des
peptides conservant leurs déterminants
antigéniques, nous utilisons 25 pug ou
plus car la sensibilité en immunoem-
preinte est faible. Certains laboratoires
utilisent des marqueurs moléculaires in-
clus dans le gel pour identifier la masse
des peptides digérés parce que les
protéines libres migreraient plus rapide-
ment causant ainsi une surévaluation de
la masse moléculaire. En travaillant avec
les fragments de gel broyés, nous n'avons
pas noté cette surévaluation et nous utili-
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sons directement les marqueurs de masse
moléculaire. Nous utilisons les mar-
queurs de Pharmacia (Uppsala, Suéde):
myoglobine 17 200 Da, myoglobine I+1I
14 600 Da, myoglobine I 8 240 Da,
myoglobine II 6 380 Da, myoglobine III

2560 Da. Les protéines isolées en gel peu-
vent étre préparées d'avance pour la di-
gestion. Elles sont entreposées dans des
sacs hermétiques et conservées a —20°C
pendant plusieurs mois.

Tableau 1

Identification des sites de clivage des protéines

A) Digestion chimique

Produit Acide aminé cible Références

CNBr méthionine Gross, 1967
(bromure de cyanogeéne) Londsdale-Eccles et al, 1981
NTCB cystéine Stark, 1977

(acide 2-nitro-5-thiocyanobenzoique)

NCS tryptophane Lischwe et Ochs 1982
(N-chlorosuccinimide)

B) Digestion enzymatique

Enzyme Acide aminé cible Références
Protéase V8 glutamine Drapeau et al, 1972
S. aureus
Endopeptidase proline Koida et Water, 1976 (proline)
Trypsine arginine, Butler et Hartley, 1972
lysine Patthy et Smith, 1975
Clostripane _arginine Mitchell et Harrington, 1968
Protéases A et D arginine Schenkein et al, 1977
(submaxillaire souris)
Chymotrypsine tryptophane, Wilcox, 1970
tyrosine, Walasek et Margoliash, 1977
phénylalanine, leucine,
et méthionine
Pepsine phénylalanine-X Fruton, 1974
(ac. am. hydrophobe) Lumsden et Coggins, 1978
Thermolysine leucine, valine, Heinrikson, 1977
isoleucine, méthionine,
phénylalanine, tryptophane
Papaine phénylalanine-X-Y Berger et Schechter, 1970
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Tableau 2

Solutions pour électrophorese

Tampon d’électrophorése Solution A Solution C
Tris-HCI .......coceveeee 12 g Tris-HCl ........ 183 g Acrylamide................ 30¢g
Glycine .....ococviuinnne. 576¢g Temed .......... 115 pL Bis-acrylamide ........ 08¢g
SDS ...t 4g SDS. ... 04¢g HO s 100 mL
H,O e a4l H,O..oreen. 50 mL
Ajuster .....iinn pH 84 Ajuster.......... pH 8.4
Tableau 3
Préparation des gels
Gel de séparation

Produit/Solution Gel de regroupement  15% 20%
Tris-HC10.5 M pH 6.8 5.0 mL 2mL 2mL
SDS 10% (p/v) 0.2 mL - -
H,0 9.8 mL 1.9mL 03mL
Solution A - 2mL 2mL
Solution C 25mL 81mL 10.7mL
Ammonium persulfate (0.28%) - 4 mL 4mL
Riboflavine 0.004% (p/v) 2.5mL - -
TEMED 20 uL - -

Note:

Le persulfate d'ammonium peut interférer avec certains enzymes: nous utilisons donc la ribofla-

vine pour le gel de regroupement. Ceux qui utilisent le persulfate d'ammonium effectuent une pré-
électrophorése. Nous trouvons suffisant de ne modifier que le gel de regroupement. On doit toujours
utiliser une solution fraiche d’'ammonium persulfate.
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Figure 1

Coloration a I'argent du profil peptidique de la protéine F1 du virus respiratoire syncytial
humain (masse moléculaire 49 kDa).

1 et 6. Marqueur de masse moléculaire.

2et7 Protéine F1 isolée a partir d'un gel de polyacrylamide de 10%.

3.

Digestion chimique de F1 avec le N-chloro-succinimide (NCS) qui clive les résidus
tryptophane.

Digestion enzymatique de F1 avec la protéase V8 qui clive les résidus glutamine.

Immunoempreinte de F1 clivée au NCS et révélée a l'aide d'un anticorps monoclonal
neutralisant (site sur le fragment de 23 kDa).

Immunoempreinte de F1 clivée par V8 et révélée a l'aide d'un anticorps monoclonal
neutralisant (sites sur les fragments de 21, 11 et 27 kDa).

Immunoempreinte de F1.
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ELECTROPHORESE DE
MOLECULES D'ADN EN GEL
D'AGAROSE

Claude Hamelin

1. ELECTROPHORESE

L'électrophorése en gel d'agarose est I'une
des techniques les plus couramment uti-
lisées en recherche sur les acides nu-
cléiques. La séparation de molécules
d'ADN selon la taille, le degré de double-
hélicité et de superhélicité, la présence de
courbures ou de structures en épingle a
cheveux, la concentration en protéines
liées est réalisée de fagon avantageuse
dans des gels en plaque (de types sub-
mergés ou pontés) pourvus de nombreux
puits. Les gels de taille importante offrent
la haute résolution des séparations sur
longue distance qui est requise pour
I'analyse de mélanges complexe d'ADN.
Des gels d'agarose miniatures sont toute-
fois utilisés lorsque vitesse, résolution et
sensibilité sont essentielles aux expérien-
ces effectuées.

Les appareils a électrophorése fabriqués
selon des plans connus ou achetés de
différentes compagnies, ne peuvent habi-
tuellement contenir qu'un seul gel de
taille plus ou moins grande entrainant
souvent une pénurie d'unités et/ou de
générateurs de courant dans le labora-

toire. L'utilisation d'un appareil de cons-
truction simple et peu cofiteux, permet-
tant la séparation de nombreux échantil-
lons d'ADN dans de multiples gels de
tailles différentes, est décrite ici.

1.1. APPAREIL A
ELECTROPHORESE

L'unité pour électrophoreése (Figure 1) est
faite de Plexiglas transparent et comporte
deux bassins (30 x 7 x 4.5 cm) contenant
le tampon de migration et abritant les
électrodes. Les électrodes faites de fil de
platine No 28 (Johnson Matthey Ltée)
sont attachées a des pieces de Plexiglas
(ou de Teflon comme dans la Figure 2)
mesurant 29 x 6 x 0.2 cm. Trois petits
blocs faits des mémes matériaux (I'un
adossé au support a électrode et les deux
autres de chaque c6té du réservoir a tam-
pon) sont utilisés pour maintenir 1'élec-
trode dans la position verticale. Les gels
d'agarose, alignés sur la paroi interne des
réservoirs a tampon se faisant face et cou-
verts a chaque extrémité par des ponts a
deux épaisseurs de Chiffons-J tout-usa-
ges ou de pansements Nu-Gauze
(Johnson & Johnson), assurent le passage
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du courant entre les deux électrodes, re-
liées & un générateur de puissance
(Bio—Rad, Buchler, Hoefler, Pharmacia).

1.2. GELS D'AGAROSE EN PLAQUE

1. Une plaque de verre est placée hori-
zontalement sur une plate-forme a
niveau faite d'une piéce de Plexiglas
mesurant 20 x 20 x 0.7 cm sup-
portée par trois vis (deux du coté
avant et une autre a l'arriere). Un
peigne pour former les puits (main-
tenu 4 2 mm au-dessus de la surface
vitrée a l'aide d'une pince a trois
griffes) est aligné parallelement au
sommet de la plaque de verre.

2. Del'agarose (pour électrophorese) est
préparé a une concentration finale de
0.5 a 1.5% en tampon Tris-acétate,
Tris-phosphate ou Tris-borate.

3. La solution d'agarose fondu a la
chaleur est refroidie a environ 50°C
puis versée sur la plaque de verre a
I'horizontale, en une ou deux étapes
successives.

4. Apres durcissement du gel, le peigne
est enlevé et les échantillons (20 pL)
sont déposés directement dans les
puits pour électrophoreése.

5. Les cavités sont remplies de tampon
pour éliminer les bulles d'air, et les
gels sont couverts d'un film de plas-
tique (Handiwrap, Dow Chemicals)
pour prévenir leur asséchement au
cours de 1'électrophorése.

Note: Pour obtenir des minigels d'envi-
ron 0.4 cm d'épaisseur verser 30 mL
d'agarose sur des plaques de 10 x 7 cm
(Bio-Rad). Les échantillons d'ADN sont
légerement réduits lorsque des gels mi-
niatures sont utilisés.

Les grands gels (deux par unité d'électro-
phorése, voir Figure 1) et les minigels
(quatre par unité, voir Figure 2) sont uti-
lisés a 50 V pendant 16 h et a 150 V pen-
dant 90 min, respectivement, pour des
résultats de qualité optimale (Figure 3).
Le systéme assure des taux de migration
équivalents dans tous les gels, grands ou
petits. Un plus grand nombre d'échantil-
lons peuvent étre analysés dans une
méme période de temps en faisant 'élec-
trophorése dans des gels placés en série.
La Figure 4 illustre comment deux paires
de réservoirs a tampon peuvent étre uti-
lisés avec 50% plus de gels qu'a l'ordi-
naire, tout en ne monopolisant qu'une
seule sortie du générateur de courant
pendant l'électrophorese. Les gels situés
dans la partie médiane du "train” sont
soutenus par des réservoirs sans élec-
trode. Le voltage est ajusté selon le
nombre de paires de gels utilisés en méme
temps. La Figure 5 illustre les résultats
obtenus.

1.3. DISCUSSION

L'électrophorése en gel d'agarose est de-
venue un outil indispensable & la carto-
graphie physique et a l'analyse de
génomes viraux, ainsi qu'au diagnostic
rapide d’infections virales par la techno-
logie des endonucléases de restriction.
Deux types d'appareils a électrophorése
sont couramment utilisés pour la sépara-
tion de multiples échantillons en agarose:
ceux qui emploient avec des gels verti-
caux et ceux qui utilisent des gels hori-
zontaux. Des bandes d'ADN trés minces
sont normalement obtenues avec les gels
verticaux, mais certains problémes reliés
a un manque d'adhérence de 'agarose sur
les plaques de verre font que leurs
équivalents a l'horizontale sont plus pra-
tiques dans une variété d'applications.
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L'on utilise ici un appareil a électro-
phorese de construction facile qui permet
la séparation de multiples échantillons
d'ADN dans plusieurs gels a l'aide d'une
seule source de tension. Cet appareil as-
sure des taux de migration équivalents
dans tous les gels pour comparer la mo-
bilité relative des bandes d'ADN, et les
résultats sont trés semblables a ceux ob-
tenus avec des systémes de fabrication
plus coiiteuse ou relativement chers a
I'achat. Jusqu'a présent, le systeme a été
efficacement utilisé pour tester l'activité
endonucléasique dans les fractions éluées
de colonnes a4 chromatographie et dans
des échantillons d'enzymes de restriction,
de méme que dans la préparation et
l'analyse de fragments de restriction, la
cartographie physique et 'hybridation
moléculaire.

Un autre avantage marqué de ce systeme
est sa polyvalence: (1) des gels dont la
taille varie entre 2.5 x 7.5 cm et 28 x
30 cm sont couramment utilisés dans ce
laboratoire; (2) la migration simultanée
de molécules d’'ADN dans des gels a
haute ou basse concentration est égale-
ment possible. Pratiques, économiques et
éprouvés, les gels d'agarose miniatures
sont d'utilisation courante pour sélection-
ner des clones de bactéries recom-
binantes, pour suivre une digestion
d'ADN avec des endonucléases de restric-
tion, pour surveiller une réaction de liga-
ture ou un marquage des extrémités, et
autres applications (Hamelin et al. 1986).

il

Figure 1

Schéma de l'appareil a électrophorase utilisé pour gels d'agarose en plaque a I'horizontale: (1) chambre a
tampon, (2) électrode amovible, (3) gel d'agarose, (4) prise menant au générateur de courant.
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Figure 2

Gels d'agarose miniatures en position pour l'électrophorése. Quatre minigels sont alignés sur le coté
interne des chambres & tampon se faisant face. Une seule sortie du générateur de courant est utilisée pour
tous les gels.

sV40  Ad2 - SR R
M 12341234 M M 12341234

Figure 3

Fragments de restriction obtenus apres digestion de I'ADN du virus simien 40 (SV40) et de l'adénovirus
humain de type 2 (Ad2) avec les enzymes (1) Hinc II, (2) Hind 111, (3) Hpa 1 et (4) Pou II. L'électro-
phorése des fragments d'ADN en agarose a été réalisée dans deux gels de grande taille tel qu'illustré dans
la Figure 1 Les taux de migration sont équivalents pour les deux gels. L'échelle de 1 kilopaire de bases
obtenue de GIBCO/BRL (M) a été utilisée comme mesure de taille.
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Figure 4

Six gels de grande taille utilisés en série. Des chambres & tampon sans électrodes soutiennent les gels dans
la partie médiane du systéme a électrophorése désigné sous le nom de "Chattanooga". Jusqu'a 20 gels ont
été utilisés en série en employant plusieurs contenants en Plexiglas mais un seul générateur de courant.
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Figure 5

Analyse électrophorétique de plasmides pAT153 recombinants portant des fragments Hind III du cy-
tomégalovirus humain. Au total, 108 échantillons d'ADN ont simultanément été soumis a une électro-
phorese de 4 h a 450 V dans six gels différents tel que montré dans la Figure 5. La bande d'ADN
observée dans la partie inférieure des gels (colonne 9) contient pAT153 sans insertion. Tous les autres
plasmides migrent plus lentement que le vecteur intact en agarose et contiennent donc au moins un
fragment Hind III de 'ADN du cytomégalovirus humain. Des marqueurs de taille migrant dans deux
colonnes séparées au milieu de chaque gel mesurent respectivement 3.6, 3.9, 5.0, 8.9, 12.0 et 25.0 kilobases.
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Culture cellulaire infectée avec effet cytopathique maximal
Obtenir un culot cellulaire par centrifugation a basse vitesse et resuspendre dans 1 mL

A 0.5 mL de cellules ajouter 40 pL de pronase (2 mg/mL) et 40 pL de SDS (10%) Incuber & 37°C

Extraire avec 2 vol. de phénol
saturé, incuber, centrifuger

<-- Phase aqueuse 1
Phase phénolique --

Extraire avec 0.5 vol.
tampon TE, incuber,

centrifuger Pooler les phases]1 et 2,

extraire le phénol résiduel
alcool isoamylique-
Phase phénolique -- chloroforme (1:24)

0

Ajouter 0.1 vol. NaCl SM

2.5 vol. éthanol (100%)
Précipitation de ' ADN 15 min -70°C
Centrifuger 10 min.

<-- Phase aqueuse 2 —

Centrifuger /
séparer

84- Surnageant
<-- Culot d'ADN resuspendu dans

100 pL de tampon TE

Figure 6

Représentation schématique des étapes
requises pour l'extraction de I'ADN viral
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2. GENOTYPAGE

Les endonucléases de restriction clivent
I'ADN double-brin en des sites de recon-
naissance comprenant 4 a 6 nucléotides
ordonnés de facon spécifique. L'électro-
phorese des fragments oligo-
nucléotidiques en agarose donne des pa-
trons de digestion hautement spécifiques
pour les souches et espéces virales. La
méthode relativement simple décrite
dans cette section peut servir au géno-
typage d'une grande variété de virus a
ADN. L'analyse de souches d'herpés sim-
plex de types 1 et 2 est donnée ici comme
exemple.

2.1. INFECTION DES CELLULES

1. Cultiver des cellules Vero dans des
flacons de 25 cm? (2.5 x 10° cellules),
dans un milieu (10 mL) constitué de
parties égales de Milieu Minimum
Essentiel (MEM) (base saline de
Earle) et de Milieu 199 (base saline
de Hank) contenant 10% de sérum de
veau foetal (SVF) et 50 ug/mL de
gentamicine,

2. Infecter les cellules confluentes avec
1 mL de virus pendant 1 h a 37°C.
Ajouter 9 mL de milieu contenant 2%
SVF, et incuber la culture a 37°C pen-
dant 24 h ou jusqu'a ce que plus de
90% des cellules soient arrondies,
plus grandes et réfringentes lors de
I'observation au microscope.

3. Disperser les cellules infectées aI'aide
d'une solution de trypsine et les re-
cueillir dans 0.8 mL de saline tam-
ponnée au phosphate (PBS). Répartir
la suspension cellulaire a raison de
0.4 mL/tube dans des tubes co-
niques en polypropyléne de 1.5 mL
(Eppendorf) et sont congeler a -70°C
ou utiliser immédiatement pour la
préparation d'ADN viral. Les cellules
infectées peuvent étre gardées

2.2,

plusieurs semaines a —70°C sans perte
d'ADN .

PREPARATION DE L'ADN

Extraire I'ADN du virus herpes sim-
plex (HSV) des cellules infectées par
traitement avec 1% de sodium
dodécyl sulfate (SDS) et 0.2 mg/mL
de pronase exempte de nucléases
(Calbiochem) pendant 30 min a 37°C
(Figure 6).

Ajouter deux volumes de phénol
bidistillé tamponné avec 1/4 volume
de tampon Tris HC] (10 mM, pH 7.4
et 1 mM EDTA) au tube puis
mélanger doucement au Vortex.

Apres une incubation de 10 min dans
la glace, centrifuger les cellules
traitées au phénol a 12 800 x g pour
1 min a la température ambiante
dans une centrifugeuse Eppendorf
modéle 5412.

Prélever aa phase aqueuse (couche
supérieure) en évitant de toucher au
matériel blanchatre et floconneux a
I'interface. Déposer dans un autre
tube a centrifugation d'une capacité
de 1.5 mL et récupérer I' ADN encore
présent dans la phase phénolique par
l'addition d'un demi-volume de
tampon TE, mélanger et centrifuger
le tout dans les mémes conditions.

Regrouper les deux phases aqueuses
et centrifuger pour éliminer le phénol
résiduel (normalement une petite
goutte au fond du tube a centri-
fugation).

Extraire la solution contenant ' ADN
trois ou quatre fois avec un méme
volume de chloroforme et d'alcool
isoamylique (24:1) ou, plus facile-
ment, avec un mélange de phénol et
de chloroforme (1:1) et plusieurs fois
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2.3.

avec du chloroforme seulement. A la
fin de cette opération, aucun flocon
blanchatre ne devrait étre observé a
I'interface aprés centrifugation.

Transférer la phase supérieure dans
un autre tube, et ajouter 0.1 volume
de NaCl 5M et 2.5 volumes d'éthanol
100%. Précipiter les acides nucléiques
pendant 15 min a -70°C (ou dans un
bain contenant de I'éthanol et de la
glace seche) et centrifuger pendant
10 min.

Laver le culot final (environ la taille
d'une téte d'épingle) avec de I'éthanol
75%. Sécher, puis dissoudre dans
100 pL de tampon TE. A cette étape,
la solution d'ADN peut étre gardée a
4°C ou congelée a -70°C pour analyse
ultérieure.

CLIVAGEET
ELECTROPHORESE

Pour l'analyse de restriction avec les
endonucléases, 2 a 15 uL d'ADN en
solution, mettre en présence de 5 a
10 unités d'enzymes de restriction
(Boehringer Mannheim, GIBCO/
BRL, New England Biolabs, Pharma-
cia) dans un mélange réactionnel to-
talisant 25 pL. Les conditions de tam-
pon et de température sont celles re-
commandées par les producteurs
d'enzymes.

Incuber 1 4 2 h a la température re-
quise puis, arréter la réaction par I'ad-
dition de 3 pL d'une solution conte-
nant 5% de SDS, 25% de saccharose et
0.05% de bromophénol.

Charger 'ADN digéré sur un gel
d'agarose 1% préparé dans 90 mL de
tampon TBE (Tris base 0.1 M, acide
borique 0.1 M, EDTA 2 mM,
pH 8.3).

4. Effectuer l'électrophorese des pro-
duits de digestion a 50 V pendant
16 h.

5. Apres 1'électrophorese, colorer les
gels avec 1 pug/mL de bromure
d'éthidium pendant 30 min. Mettre
en évidence les bandes d'ADN dans
le gel par illumination directe avec
des rayons ultraviolets courts (trans-
illuminateur modele C-61, Ultravio-
let Products) et photographier avec
un film Polaroid Type 107 au travers
d'un filtre rouge Kodak Wratten 23A.

2.4. RESULTATS

Les résultats de la Figure 7 illustrent
comment des souches des virus HSV-1 et
HSV-2 peuvent étre identifiées de fagon
non ambigué en se basant sur des
différences spécifiques et claires entre
marqueurs d'ADN. La détection de
changements mineurs dans les patrons de
digestion d'isolats viraux des deux types
est également possible apreés digestion
des molécules d'ADN avec différentes
endonucléases de restriction (Figure 3).
En utilisant la méme méthode et les
mémes réactifs, il est également possible
d'identifier d'autres virus 8 ADN (Figure
9). Dans chacun des cas, un patron d'ADN
typique est obtenu, lequel peut étre utilisé
pour distinguer des espéces virales rap-
prochées ou distinctes.

3. DISCUSSION

De I'ADN viral assez pur et en quantité
suffisante pour permettre de multiples
digestions avec des endonucléases de res-
triction a jusqu'a présent été obtenu de
cellules aviaires, bovines, canines, hu-
maines, simiennes et murines infectées
par différentes espéeces d'adénovirus et
d’herpésvirus. Une contamination exces-
sive des préparations d'ADN viral avec
de I'ADN cellulaire (trainée blanchatre ou
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bandes piles apparaissant a intervalles
réguliers dans l'arriére-plan) ou avec de
I'ARN (matériel a migration rapide a la
base du gel) est prévenue en utilisant
pour l'infection, des cellules transformées
(e.g., CMT-93, MDCK, Vero, etc.) ob-
tenues de I'American Type Culture Col-
lection plutdt que des cellules en culture
primaire. Seulement des cultures jeunes
(en pleine croissance) sont infectées avec
le virus. Isolats cliniques et souches du
champ sont propagés une ou deux fois
sur cellules permissives avant d'étre utili-
sés et ce, afin d'augmenter le titre initial
du virus. Les meilleurs résultats sont ob-
tenus avec des virus produisant des effets
cytopathiques 4+ en moins de 5 jours.
L'incubation a 37°C dure tant que les cel-
lules infectées restent attachées a la paroi
de plastique. Il faut, en d'autres termes,
essayer d'obtenir le plus de copies pos-
sible du génome viral sans toutefois
détruire la cellule et briser son ADN.
Dans ce contexte, l'utilisation du Vortex
doit étre limitée au strict minimum pen-
dant I'extraction de ' ADN.

La quantité d'ADN viral récupéré d'un
seul flacon de 25 cm? d'une culture de
cellules infectées dépasse, dans ces condi-
tions, ce qui est requis pour l'identifica-
tion certaine et le typage par analyse de
restriction. Les fragments produits lors
du clivage des molécules d'ADN par les
enzymes de restriction sont facilement
localisés dans les gels aprés coloration au
bromure d'éthidium. Des différences
dans le nombre et la taille des fragments
de restriction permettent la séparation
entre espéces virales reliées ou distinctes.
De la variation intratypique peut égale-
ment étre détectée entre souches d'adéno-
virus et d'herpesvirus lorsqu'une batterie
de 4 a 8 enzymes de restriction est utili-
sée. Les cultures cellulaires a grande
échelle, une manipulation prudente de
produits radioactifs et/ou une prépara-
tion longue et laborieuse d'extraits cyto-

plasmiques, de nucléocapsides ou d'ADN
viral libre sont éliminés par notre métho-
de d'empreinte de ' ADN.

Une centaine d'endonucléases de restric-
tion sont présentement disponibles sur le
marché. Quand seulement un petit
nombre de fragments de restriction sont
requis pour l'identification correcte d'un
virus, son génome sera préférentielle-
ment clivé avec des enzymes qui recon-
naissent des séquences hexanu-
cléotidiques riches en AT (i.e., Aha 11l ou
Dra I). Si plus de fragments d'ADN
doivent étre comparés pour différencier,
par exemple, une souche vaccinale d'une
souche isolée sur le terrain, des endonu-
cléases de restriction telles que Msp 1(C/
CGQG) seront utilisées. Les ADN d'adéno-
virus et d'herpésvirus sont caractérisés
par un contenu en GC relativement élevé
et un plus grand nombre de bandes pour-
raient étre obtenues. Maintenant, le
génome cellulaire est fortement méthylé
et des enzymes de restriction sensibles a
la méthylation pourraient, en certaines
occasions, étre employées pour réduire
les trainées d’ADN dans le gel. 11 existe,
en fait, des endonucléases de restriction
pour répondre a la plupart de nos be-
soins. Des fragments nombreux et bien
distribués entre 1 et 12 kilobases sont
habituellement recherchés. Une digestion
incompléte des molécules d'ADN
pouvant semer de la confusion peut étre
évitée en utilisant un excés d'enzyme
(£ 10 unités/ug d'ADN).

L'analyse de ' ADN par les endonucléases
de restriction constitue une méthode
puissante pour établir des liens entre vi-
rus au niveau génomique. Cette tech-
nique a été utilisée avec succeés pour
l'identification de souches d'adénovirus
et d'herpésvirus qui pouvaient difficile-
ment ou ne pouvaient pas étre différen-
ciées par d'autres moyens. De nouvelles
espéces d'adénovirus ont été découvertes
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en utilisant notre méthode simplifiée  assurément la méthode de choix pour
d'empreinte de I'ADN. L'analyse d'ADN  mesurer les associations naturelles entre
par les endonucléases de restriction est  micro-organismes apparentés.

Figure 7

Patrons électrophorétiques de I'ADN extrait de souches du virus herpes simplex de type 1(1, 3, 5) et de
type 2(2,4, 6) apreés clivage avec 'endonucléase de restriction EcoR I. Les fragments HSV-1K, L, M et N
avec des masses moléculaires respectives de 3.5, 3.3, 2.7 et 1.5 MDa et les fragments HSV-2 M et N avec
des masses moléculaires respectives de 3.3 et 1.6 MDa sont facilement observés dans le gel et permettent
l'identification non-ambigué des souches virales. L'analyse de restriction par endonucléases s'ajoute avec
profit aux techniques biologiques et immunologiques déja utilisées dans les laboratoires de diagnostic
pour distinguer les isolats HSV-1 et HSV-2.
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Figure 8

Profils de restriction Hinc II et PaeR7 de souches HSV-1 et HSV-2. Des différences fines dans le nombre
et la taille des fragments d'ADN peuvent étre observées entre souches de méme type. La variation
intratypique détectée par empreinte de 'ADN peut s'avérer d'un grand intérét en épidémiologie.
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~ EcoRI
BHYV CAvV MAV
1 2 19 1 2

Figure 9

Profils de restriction de souches d'herpeésvirus bovin (BHV), d'adénovirus canin (CAV) et d'adénovirus
murin (MAV) de deux types. Les mémes tampons et réactifs ont été utilisés pour l'identification des
différents virus. Seul un petit nombre de fragments EcoR I ou Hind III comigrant en agarose sont
retrouvés dans les profils apparentés. Une telle absence d'homologie de séquence peut étre employée, au
niveau de leur taxonomie, pour faire accepter l'unicité d'espéces virales jusqu'alors confondues.
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EXTRACTION DES ACIDES
NUCLEIQUES VIRAUX

Patricia Jouvenne et Francois Fossiez

1. INTRODUCTION

L'étude moléculaire des virus nécessite la
purification des acides nucléiques viraux,
quil s'agisse d'ADN génomique, d'ARN
génomique ou d'ARN messager (ARNm).
Les ADN génomiques sont ensuite di-
rectement clonés dans un vecteur plas-
midique, tandis que les ARN génomiques
et les ARNm doivent préalablement étre
transcrits en ADN complémentaires
(ADNGCc). Apres le clonage, les plasmides
recombinants sont produits et purifiés en
quantité appréciable pour fin d'analyse
(cartographie physique, hybridation,
séquencage, etc.).

Dans ce chapitre, nous décrirons les
diverses techniques d'extraction des aci-
des nucléiques permettant d'isoler:

* les génomes a partir de virus purifiés,

¢ Jes ARNm provenant de cellules in-
fectées

¢ et les plasmides recombinants.

2. EXTRACTION DES ACIDES
NUCLEIQUES VIRAUX

2.1. EXTRACTION DES GENOMES A
PARTIR DE VIRUS PURIFIES

Toutes les techniques ont le méme but:
séparer les protéines des acides nucléi-
ques viraux. Pour ce faire, on utilise
généralement des centrifugations en gra-
dient de chlorure de césium (CsCl) ou de
sulfate de césium (Cs,SO,). La compagnie
Pharmacia a mis sur le marché un autre
sel de césium, le trifluoroacétate de
césium (CsTFA) qui est vendu sous la
forme d'une solution aqueuse d'une den-
sité approximative de 2 g/ cm* et qui
présente plusieurs avantages:

o L'ADN et 'ARN forment des bandes
distinctes en gradient de CsTFA, les
protéines flottant & la surface.

¢ Il dénature fortement les protéines qui
se dissocient alors des acides nu-
cléiques. Cette propriété élimine les
étapes d'extraction précédant les gra-
dients de CsCl ou de Cs,SO,
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Gréce a ses propriétés dénaturantes, le
CsTFA inactive également les nucléa-
ses.

Enfin, les acides nucléiques peuvent
étre récupérés par une simple précipi-
tation a l'éthanol sans qu'il soit néces-
saire de dialyser le milieu de centrifu-
gation.

Méthode

1.

Préparation de I'échantillon: en
présence de césium, le dodécyl sul-
fate de sodium forme des sels inso-
lubles qui doivent étre éliminés de la
préparation virale. Une alternative
consiste a utiliser un détergent com-
patible avec le CsTFA, comme le N-
lauroyl sarcosinate de sodium.

Préparation des gradients: afin de
préparer correctement les gradients
de CsTFA, il est important d'estimer
la densité de 'acide nucléique a puri-
fier (voir Tableau 1). Dans le cas des
virus possédant un génome d'ARN
bicaténaire (bc), ce dernier migre a
une densité voisine de celle de 'ADN
be.

Tableau 1

Densité des acides nucléiques
et des protéines dans le CsTFA

PN 2)\ SO 1.60 - 1.63 g/cm®
ARNM.....covverrirenee. 1.83-1.90 g/cem?®
Protéines................. 1.20-1.50 g/cm?

Précautions

Ne pas utiliser de tubes en nitrate de
cellulose.

Diluer le CsTFA avec des tampons
normalement utilisés pour conserver
les acides nucléiques (par exemple:
Tris HC1 0.1 M (pH 7.5), KC1 0.1 M,
EDTA1 mM).

Diluer le CsTFA a la densité estimée
de l'acide nucléique. La méthode
idéale consiste a mélanger la totalité
de I'échantillon avec le CsTFA afin
d'optimiser la dénaturation des pro-
téines et l'inactivation des nucléases
(pendant l'ultracentrifugation, le
CsTFA formera un gradient dans le-
quel les acides nucléiques se regrou-
peront en une bande isopycnique).

Pour obtenir une solution de CsTFA
de densité voulue, calculer le volume
de tampon et d'échantillon & employer
a l'aide de la formule suivante:

v, = Y.oP)
(P-p)
ou V = volume de tampon de dilution
(mL)
V_ = volume de la solution origi-
nale de CsTFA (mL)
p, = densité de la solution origi-

nale de CsTFA (g/cm?®)

px = densité du tampon de dilution
(g/cm?®)

p = densité voulue de la solution
diluée de CsTFA (g/cm®)

Conditions de centrifugation: les con-
ditions typiques de centrifugation
sont de 100 000 x g pendant 36 a
72 h. La température recommandée
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se situe entre 4°C et 25°C (la dépro-
téinisation est d'autant plus efficace
que la température de centrifugation
est élevée).

4. Fractionnement des gradients: étant
donné que les protéines flottent a la
surface du gradient, il est recomman-
dé de récolter les fractions par le bas
du tube afin d'éviter toute conta-
mination des acides nucléiques.

5. Mesure de la densité de chaque frac-
tion. Il existe deux facons de mesurer
la densité des fractions:

® Peser 100 uL de chaque fraction a
I'aide d'une balance analytique. Cette
technique permet de récupérer la to-
talité de I'échantilion.

e Mesurer l'indice de réfraction et
déduire la densité a l'aide de 1'équa-
tion suivante:

p? =163.559 - 262.271 (%) + 105.281 (n%3)
ot p?° =densité du CsTFA a 25°C
n%’- =indice de réfraction a 25°C

6. Détermination de la concentration en
acides nucléiques. Le CsTFA absorbe
peu les rayonnements UV permettant
ainsi la détection des acides nu-
cléiques a 260 nm. Quand A, =1, 1la
concentration est de 50 ug/ mL
pour I'ADN bicaténaire (bc) et
I'ARNbc et de 40 ug/ mL pour
I'ADN monocaténaire (mc) et
I'ARNmc.

Bien que les gradients de CsTFA consti-
tuent la méthode la plus pratique pour
purifier les génomes viraux, elle ne peut
s'appliquer a tous les virus & ARN. En
effet, dans certains cas, des polyri-
bosomes sont co-purifiés avec les parti-
cules virales et des ARN ribosomaux con-

taminent les préparations d'ARN géno-
mique au cours de l'extraction. Pour
éviter cette contamination, les nu-
cléocapsides virales doivent étre purifiées
sur un gradient de saccharose avant I'ex-
traction des acides nucléiques.

2.2. EXTRACTION DES ARNm
VIRAUX

Certains virus inhibent fortement les
transcriptions cellulaires permettant I'ex-
traction d'’ARNm viraux en grande quan-
tité. Lorsque la production des messagers
viraux est insuffisante, il est possible
d'optimiser leur syntheése en bloquant les
transcriptions cellulaires a l'aide de
l'actinomycine D.

Il existe plusieurs méthodes d'extraction
des ARN cellulaires et viraux. L'une
d'entre elles utilise le guanidinium iso-
thiocyanate qui, a l'aide d'agents
réducteurs, présente l'avantage d'inac-
tiver efficacement les ribonucléases tout
en lysant les cellules (Chirgwin et al.
1979). Les ARN sont ensuite séparés des
ADN et des protéines dans un gradient
de chlorure de césium (Glisin et al. 1974).
Enfin, les ARN polyadénylés sont sélec-
tionnés par chromatographie d'affinité a
l'aide d'une colonne de cellulose-
oligo(dT) (Aviv et Leder 1972) ou d'une
colonne de Sepharose-poly(U) (Shapiro et
Schimke 1975). Cette étape permet d'ob-
tenir une préparation d’ARNm dont la
pureté assure la qualité des résultats dans
les expériences subséquentes (électro-
phorese, traduction in vitro, synthese
d'ADNc, hybridation, etc.).

Quel que soit le but de la manipulation
des ARN, la précaution majeure a
prendre est d'éviter l'activité ribonucléa-
sique. Toute la vaisselle en verre doit étre
passée dans un four Pasteur a 250°C pen-
dant 4 h ou bien traitée a I'aide de I'acide
sulfochromique, puis autoclavée. Le port
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des gants est indispensable pour toute
manipulation.

2.2.1. Extraction des ARN cellulaires et

5.

viraux

Déterminer le temps post-infection
ol la synthése des ARNm viraux est
maximale (& l'aide d'une cinétique
d'incorporation de l'uridine [*HD.

Laver le feuillet cellulaire avec du
tampon phosphate de Dulbecco glacé
et recueillir les cellules infectées.

Centrifuger les cellules a 1000 x g
pendant 10 min a 4°C.

Au culot cellulaire, ajouter 5 volumes
de la préparation suivante:

Guanidinium isothiocyanate ........ 4 M
Citrate de sodium (pH 7).......... 5 mM
B-mercaptoéthanol] ...................... 01 M
Dodécyl sarcosinate de sodium...0.5%

A Tl'aide d'un homogénéisateur de
type Dounce, homogénéiser la sus-
pension cellulaire jusuq'a ce que tou-
tes les cellules soient brisées (vérifier
par microscopie).

Ajouter 0.25 g de CsCl par mL d'ho-
mogénat.

Déposer 'homogénat sur un coussin
de 2 33 mL de CsCl1 5.7 M dans de
I'EDTA 0.1 M (pH 8).

Centrifuger a 150 000 x g pendant
12 h a 20°C. En CsC], la densité des
ARN est plus grande que celle des
ADN et des protéines. Durant la cen-
trifugation, les ARN se retrouvent au
culot tandis que protéines et ADN
flottent au-dessus.

10.

11.

12.

13.

Jeter le surnageant, sécher les parois
du tube et dissoudre le culot dans le
tampon  d'extraction:  Tris-HCl
10 mM (pH 7.4), EDTA 5 mM,
SDS 1%.

Extraire les acides nucléiques a l'aide
de 2 volumes du mélange chloro-
forme-n-butanol (4:1). Conserver la
phase aqueuse.

Réextraire la phase organique en
ajoutant un volume égal de tampon
d'extraction.

Rassembler les deux phases aqueuses
et ajouter 0.1 volume d'acétate de
sodium 3 M (pH 5.2) et 2.5 volumes
d’'éthanol. Précipiter les ARN 2 fois a
-20°C durant 2 a 24 h.

Conserver les ARN a -70°C dans
I'éthanol 70%.

2.2.2. Sélection des ARN poly(A)* sur

colonne de cellulose-oligo(dT)

Equilibrer le gel de cellu-
lose-oligo(dT) avec le tampon de
chargement stérile contenant: 20 mM
Tris 20 mM, HCI (pH 7.6), chlorure
de lithium (LiCl) 0.5M, EDTA
1 mM et SDS 0.1%

Préparer une colonne contenant
1 mL de gel dans une pipette Pasteur
ou une colonne & usage unique
(Econo-column, Bio-Rad Labo-
ratories, Richmond, Californie).

Laver la colonne avec 3 volumes de
chacune des solutions suivantes:

a. Eau stérile
b. NaOH 0.1 M et EDTA 5 mM

c. Eau stérile
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10.

11.

12.

Vérifier que le pH de I'éluat soit
inférieur a 8.

Laver la colonne avec 5 volumes de
tampon de chargement.

Dissoudre les ARN dans de 1'eau
stérile et les dénaturer a la chaleur
(65°C pendant 5 min). Ajouter un
volume égal de tampon de char-
gement 2X et laisser refroidir dans un
bain de glace.

Déposer 1'échantillon sur la colonne.
Recueillir I'éluat, chauffer 8 nouveau
(65°C pendant 5 min) et appliquer
sur la colonne.

Laver la colonne avec 5 2 10 volumes
de tampon de chargement, suivis de
4 volumes du méme tampon conte-
nant 0.1 M LiClL.

Eluer les ARN poly(A)* a l'aide de 2
oy 3 volumes de la solution stérile:
Tris-HCl 10 mM (pH 7.5), EDTA
1 mM, SDS 0.05%.

Ajouter 0.1 volume d'acétate de so-
dium 3 M (pH 5.2) et 2.5 volumes
d'éthanol. Précipiter les ARN a -20°C
pendant un minimum de 2 h.

Laver le culot avec quelques gouttes
d'éthanol 70% et suspendre les ARN
dans de I'eau stérile.

Par spectrophotométrie, déterminer
la concentration et la pureté des
ARNm. Quand A, = 1, la concen-
tration des ARNm est approxima-
tivement de 40 pg/mL. Quand
AS % = 2, la préparation d’ARNm
est pure. Une valeur inférieure in-

dique la présence de protéines.

2.2.3. Discussion

Malgré une perte d’ARNm au cours de la
chromatographie, il est recommandé de
sélectionner et d'enrichir la préparation
en ARN polyadénylés afin d'obtenir des
résultats de qualité.

2.3. EXTRACTION DES PLASMIDES
RECOMBINANTS PAR LYSE
ALCALINE

La technique d'extraction des ADN plas-
midiques comporte trois étapes: crois-
sance des bactéries Escherichia coli (E. coli)
recombinantes, récolte et lyse des
bactéries, séparation de 1'ADN plas-
midique du matériel génétique bactérien.

1. Selon la quantité de plasmides re-
combinants désirée, cette méthode
sera appliquée a un petit volume de
culture (1 mL) ou a un grand volume
(100 mL a1 L). En général, | mL de
culture fournit 2 4 3 pg de plasmides,
ce qui est suffisant pour déterminer
la taille de I'insertion et/ou effectuer
une réaction de séquengage plas-
midique. Toutefois, si 'on désire une
plus grande quantité (1 a 2 mg/L de
culture), on peut "amplifier" la pro-
duction plasmidique & l'aide du chlo-
ramphénicol (Maniatis et al. 1982).
En inhibant les synthéses protéiques,
cet antibiotique favorise la réplication
des plasmides de type relaché.

2. Afin de relarguer 1'ADN plasmi-
dique, les parois bactériennes sont
digérées a l'aide de lysozymes, puis
la lyse est complétée par un traite-
ment au SDS et au NaOH.

3. Le volume de NaOH ajouté a la sus-
pension bactérienne est critique car
on désire obtenir un pH 12-12.5.
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C'est pourquoi la lyse bactérienne est
effectuée en présence de glucose qui
sert de tampon. Dans ces conditions,
seul ' ADN chromosomique bactérien
est dénaturé, tandis que I'ADN plas-
midique reste intact. Quand le lysat
est ensuite neutralisé a l'aide d'une
solution d'acétate de potassium,
I'ADN chromosomique forme des
agrégats insolubles et les plamides
restent en solution. Simultanément,
la forte concentration d'acétate de
potassium provoque la précipitation
de complexes protéines-SDS et des
ARN de haute masse moléculaire.
L'ADN plasmidique se retrouve dans
le surnageant avec les ARN de trans-
fert et ribosomaux. Ces derniers sont
éliminés a l'aide de la ribonucléa-
se A. Les nucléases et les protéines
résiduelles sont extraites a 1'aide du
phénol et du chloroforme et les plas-
mides sont récoltés par précipitation
a I'éthanol.

L'ADN plasmidique ainsi obtenu est suf-
fisamment pur pour étre digéré par des
endonucléases de restriction ou séquencé
directement.

2.3.1. Extraction plasmidique a partir
d'un petit volume de culture

Solutions

Milieu LB (Luria-Bertani):

Bacto-Tryptone .........coccoveevencnnnnee. 10g
Extrait de levure ........cccooonvverivininnee, 5g
NaCl..ooiiiieensns 10

HLO v 700 mL

Ajuster a pH 7.5 avec une solution de
NaOH IN. Compléter a 1 L avec de
I'eau. Autoclaver pendant 20 min.

Acétate de potassium 3 M(pH 4.8):
Acétate de potassium 5 M......... 60 mL
Acide acétique glacial............... 11.5mL
H,O tridistillée. ...............o......... 28.5mL

Ribonucléase A (200 ug/mL) exempte de
désoxyribonucléases

Préparer une solution contenant
200 pg/mL de ribonucléase A.Incu-
ber dans un bain-marie & 100°C pen-
dant 10 min afin d'inactiver les
désoxyribonucléases.

Tampon TE (pH 8)
Tris-HCI (pH 8)...coovvviiirinns 10 mM
EDTA (PH 8) v, 1mM
Phénol-chloroforme

Utiliser une qualité de phénol redis-
tillé pour la biologie moléculaire.
Faire fondre a 68°C. Ajouter 0.1 %
d'hydroxyquinoline (un antioxy-
dant). Saturer le phénol avec un volu-
me égal de Tris 1 M (pH 8) puis avec
duTris 0.1 M (pH 8) contenant 0.2%
de B-mercaptoéthanol jusqu'a ce que
la phase aqueuse atteigne un pH
supérieur a 7.6. Préparer une solution
contenant 24 parties de chloroforme
pour 1 partie d'alcool isoamylique,
puis mélanger 1 partie de phénol
saturé avec 1 partie de chloroforme-
alcool isoamylique.

Méthode

1. Inoculer 1.5 mL de milieu LB conte-
nant l'antibiotique approprié avec
une colonie recombinante. Incuber a
37°C pendant 1 nuit avec agitation
(250 rpm).
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10.

11.

Transvaser 1.5 mL de culture dans
un tube Eppendorf. Centrifuger a
12 800 x g pendant 1 min.

Jeter le surnageant et resuspendre le
culot bactérien dans 200 pL d'une
solution fraichement préparée conte-
nant: glucose 50 mM, EDTA 10 mM,
Tris-HCI 25 mM (pH 8), 5 mg/mL
lysozyme.

Incuber a la température de la piéce
pendant 5 min.

Ajouter 200 pL d'une solution fraiche
de 0.2 N NaOH et 1% SDS. Mélanger
en inversant le tube; ne pas utiliser un
agitateur mécanique. Laisser dans un
bain de glace pendant 5 min.

Ajouter 150 pL d'une solution glacée
d'acétate de potassium 3 M pH 4.8.
Mélanger les tubes en position in-
versée a 'aide d'un Vortex, puis lais-
ser dans la glace pendant 5 min.

N

Centrifuger a 12 800 x ¢ pendant
15 min dans une centrifugeuse Ep-
pendorf.

Transférer le surnageant dans un
nouveau tube.

Ajouter 50 pL de ribonucléase A
(200 pug/ mL) exempte de désoxy-
ribonucléases. Incuber a 37°C pen-
dant 30 min.

Ajouter 800 uL de phénol-chloro-
forme et mélanger a l'aide d'un Vor-
tex pendant 30 sec. Centrifuger a
12 800 x g pendant 2 min et trans-
férer le surnageant dans un tube Ep-
pendorf.

Ajouter 2 volumes d'éthanol absolu,
mélanger briévement a l'aide d'un
Vortex et incuber a la température de
la piece pendant 2 min.

12. Centrifuger a 12 800 x g pendant
10 min.

13. Jeter le surnageant et laver délica-
tement le culot avec de 1'éthanol
70 %.

14. Sécher le culot dans une centrifu-
geuse sous vide.

15. Resolubiliser le culot dans 50 pL de
tampon TE.

16. Digérer 5 UL de la préparation plas-
midique a l'aide d'une endonucléase
de restriction et analyser le résultat
par électrophorése en gel d'agarose
(voiur Chapitre 23).

2.3.2. Extraction plasmidique a partir
d'un grand volume de culture:
amplification des plasmides

1. Inoculer 10 mL de milieu LB (voir
section 2.3.2) contenant I'antibiotique
approprié avec une colonie bacté-
rienne recombinante. Incuber a 37°C
pendant une nuit avec agitation
(250 rpm).

2. Le lendemain matin, inoculer 25 mL
de milieu LB contenant I'antibiotique
approprié avec 0.1 mL de la culture
d'une nuit. Incuber a 37°C avec agita-
tion (250 rpm) jusqu'a ce que la cul-
ture atteigne la phase logarithmique
tardive.

3. Inoculer25 mL dela culture en phase
logarithmique tardive dans 500 mL
de milieu LB préchauffé a 37°C et
contenant l'antibiotique approprié.
Incuber a 37°C pendant 2.5 h avec
agitation (250 rpm).

4. Ajouter 2.5 mL de chloramphénicol
(34 mg/ mL d'éthanol 70%). La con-
centration finale dans la culture sera
de 170 pg/ mL.
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CHAPITRE 24

10.

11.

12.

13.

Trente minutes aprés l'addition du
chloramphénicol, diminuer l'agita-
tion a 100 rpm et incuber pendant
16 h.

Centrifuger les bactéries a 4000 x g
pendant 10 min & 4°C et jeter le sur-
nageant.

Resuspendre le culot bactérien dans
10 mL d'une solution fraichement
préparée contenant: glucose 50 mM,
Tris-HC1 20 mM (pH 8), EDTA
10 mM, lysozyme 5 mg/ mL. Incu-
ber a la température de la piece pen-
dant 5 min.

Ajouter 20 mL d'une solution fraiche
contenant NaOH 0.2 N et SDS 1%.
Mélanger en inversant le tube; ne pas
utiliser un Vortex. Laisser a la
température de la piéce pendant
10 min.

Ajouter 15 mL d'une solution glacée
d'acétate de potassium 3 M pH 4.8
et mélanger en inversant brusque-
ment le tube plusieurs fois. Laisser
dans la glace pendant 10 min.

Centrifuger a 12 000 x g pendant
20 min.

Récolter le surnageant contenant les
plasmides. Ajouter 0.6 volume d'iso-
propanol, bien mélanger et laisser
précipiter pendant 15 min a la
température de la piéce (les sels
d'acétate de potassium précipitent a
4°C dans l'isopropanol).

Centrifuger a 12 000 x g pendant
30 min.

Jeter le surnageant et laver deux fois
le culot avec de l'éthanol 70%. In-
verser le tube sur du papier absor-
bant pour laisser sécher le culot qui
deviendra transparent.

14. Pour débarrasser ' ADN plasmidique
des protéines ainsi que des ARN de
transfert et des ARN ribosomaux, on
peut soit procéder a une centrifuga-
tion en gradient de CsCl, soit effec-
tuer une purification sur colonne de
Sephacryl. Nous recommandons la
deuxiéme technique pour sa simpli-
cité et sa rapidité. Les fractions re-
cueillies peuvent étre analysées par
électrophorese en gel d'agarose 0.8%.

2.3.3. Discussion

Cette méthode d'extraction plasmidique
convient dans la plupart des cas, cepen-
dant elle posséde une limite. Si les plas-
mides présentent une taille supérieure a
25 000 paires de bases, leur ADN se com-
porte comme I'ADN génomique et ils ne
peuvent étre séparés en utilisant seule-
ment la technique d'extraction. Cepen-
dant, deux possibilités peuvent étre en-
visagées: générer des plasmides plus
petits en digérant ' ADN a cloner a l'aide
d'endonucléases de restriction ou cloner
les ADN de grande taille dans un
bactériophage plutdt que dans un plas-
mide.
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TRADUCTION IN VITRO

Patricia Jouvenne

1. INTRODUCTION

La traduction in vitro s'est avérée un ex-
cellent moyen de caractériser les ARN
messagers (ARNm) et d'étudier les pro-
duits qui en résultent, comme par
exemple les précurseurs des protéines.
Diverses observations sont a I'origine de
I'hypothése du peptide signal expliquant
le mécanisme de sécrétion des protéines.
Les études réalisées a 1'aide des systémes
de traduction in vitro ont permis de
mieux comprendre les mécanismes qui
sous-tendent la synthése des protéines et
de cerner le role des différents éléments
impliqués (Revel et Groner 1978). Une
application plus récente de ces systémes
est la méthode de "traduction arrétée par
hybridation” permettant d'identifier des
ADN complémentaires a des séquences
d'ARNm (Paterson et al. 1977).

Les systémes employés le plus couram-
ment dans la traduction in vitro sont: le
germe de blé, le lysat de réticulocytes et
les ovocytes d'amphibien. Nous avons
choisi de ne traiter ici que des deux der-
niers systémes, compte tenu des avan-
tages qu'ils posseédent. En effet, malgré un
emploi aisé et un bruit de fond relative-
ment bas, le germe de blé ne permet pas

de traduire efficacement des ARNm co-
dant pour des polypeptides supérieurs a
60 kDa (Clemens 1984). De plus, ce
systéme présente des activités ribonucléa-
sique et protéolytique élevées et produit
de nombreux polypeptides incomplets
(Pelham et Jackson 1976, Mumford et al.
1981).

2. SYSTEMES DE
TRADUCTION IN VITRO

2.1. LYSAT DE RETICULOCYTES

Ses qualités en font le systéme de choix
pour la traduction des ARNm viraux de
petite et grande tailles. Le lysat de réticu-
locytes est disponible commercialement,
mais il peut également étre préparé au
laboratoire en lysant des érythrocytes
immatures prélevés chez des lapins vo-
lontairement anémiés (Clemens 1984).
Puis, afin de détruire les ARNmM en-
dogénes et ainsi d'atténuer le bruit de
fond, il est parfois nécessaire de traiter le
lysat de réticulocytes a l'aide de la nu-
cléase micrococcale de Staphylococcus au-
reus (Pelham et Jackson 1976). Ce traite-
ment ne diminue ni l'efficacité ni la sen-
sibilité du systeme. Ce dernier peut
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traduire une faible concentration
d'’ARNm (0.3 pg/ mL) et n'atteindre sa
saturation qu'avec une forte concentra-
tion (300 pg/mL). Chaque ARNm peut
étre traduit de 40 a 70 fois au cours d'une
incubation de 90 min (Palmiter 1973).
Enfin, a partir d'une préparation d'ARN
cytoplasmiques totaux, il est fortement
recommandé de sélectionner les ARN
polyadénylés par chromatographie
d'affinité afin d'améliorer la qualité des
résultats.

On peut se procurer des lysats de réticu-
locytes d'origine commerciale déja traités
a l'aide de la nucléase micrococcale. De
plus, les fabricants ajoutent les éléments
essentiels & l'optimalisation de la traduc-
tion, a savoir:

* un systéme générateur d'énergie
(créatine phosphate et créatine phos-
phokinase)

* un agent qui empéche I'inhibition du
facteur d'initiation elF-2 (cristaux de
chlorhydrate d'héme ou hémine)

e des ARN de transfer

o des sels (acétate de potassium et
acétate de magnésium). Cependant,
pour traduire efficacement certains
ARNm, il peut s'avérer nécessaire
d'ajuster les concentrations ioniques

Juste avant la traduction, les ARNm sont
dénaturés par la chaleur (100°C pendant
1 min), puis les autres composants de la
réaction sont ajoutés (Tableau 1). Le
mélange réactionnel est incubé a 30°C
pendant 60 min. Néanmoins, la traduc-
tion peut se poursuivre au-dela de2 h de
maniére & compléter la syntheése des
grands polypeptides.

Simultanément a la traduction des ARNm
viraux, trois témoins sont indispensables:

1. un témoin négatif: les ARNm extraits
des cellules non infectée

2. un deuxiéme témoin négatif: le lysat
de réticulocytes sans ARNm exogeéne

3. un témoin positif: les ARNm d'un
virus connu (fournis avec les lysats
de réticulocytes d'origine commer-
ciale)

D'une facon générale, la synthése des
polypeptides a l'aide d'un lysat de réti-
culocytes s'accomplit essentiellement au
cours des 45 premieres minutes. Il est aisé
de suivre la synthése protéique en faisant
une cinétique d'incorporation de la
méthionine [*S] aprés précipitation a
l'aide de l'acide trichloroacétique. Pour
terminer, les produits de la traduction
sont analysés par immunoprécipitation,
séparés par électrophorése en gel de
polyacrylamide en présence de SDS, puis
révélés par fluorographie.

La préparation du lysat de réticulocytes
et celle du germe de blé ne permet pas de
préserver l'intégrité des membranes et
détruit les enzymes impliquées dans les
différentes modifications post-traduc-
tionnelles des protéines. Dans certains
cas, il est nécessaire d'obtenir des poly-
peptides similaires aux protéines natives:
il faut alors choisir les ovocytes d'am-
phibien.

Méthode
Lysat de réticulocytes ................. 35 uL

Mélange d'acides aminés
1 mM (sans méthionine) .............. 1 uL

Méthionine [35S]
(1200 Ci/mmole) ......cccocoverenneee. 50 uCi
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Inhibiteur de ribonucléases
(RNAsin®, Promega Biotec,

Madison, Wisconsin) ................... 50 U
ARNI i, lab ug
Volume total .....cc.ccoeeveerininicneenencne 50 puL

Incuber a 30°C pendant 60 min.
2.2. OVOCYTES D'AMPHIBIEN

Les ovocytes de Xenopus laevis renferment
une impressionnante réserve d'éléments
indispensables au développement em-
bryonnaire. Ils contiennent environ
10 000 molécules supplémentaires
d'ARN de transfert et 200 000 ribosomes
de plus que les cellules somatiques de
Xenopus.

Les ARNm injectés dans les ovocytes
peuvent étre traduits jusqu'a 100 000 fois
car ils demeurent stables pendant prés de
deux semaines (Gurdon et al. 1973). Con-
trairement aux systémes acellulaires, les
ovocytes possedent les enzymes qui
modifient correctement les protéines nou-
vellement synthétisées, incluant le clivage
des polypeptides précurseurs, la
phosphorylation, la glycosylation, I'hy-
droxylation et l'acétylation (Colman
1984a). De plus, ce systeme permet la
sécrétion des protéines telles que les in-
terférons, les immunoglobulines, les
hormones etc. (Colman 1984a). Cent a
mille fois plus efficaces que les lysats de
réticulocytes, les ovocytes de grenouille
constituent un systéme complet pour
étudier la synthése et la sécrétion
protéiques. Ils sont également utilisés
pour la transcription d'ADN exogénes
injectés dans le noyau (Colman 1984b).
Les transcrits sont alors modifiés en
ARNm matures et traduits sans changer
de systéeme (Gurdon 1976, De Robertis
1979). De plus, des protéines mutantes
peuvent étre synthétisées dans les
ovocytes apres l'injection d'ADN mani-
pulé (McKnight et Gavis 1980).

Cependant, l'utilisation d'ovocytes re-
quiert un équipement trés sophistiqué
pour la micro-manipulation et la micro-
injection, ainsi que la dextérité du ma-
nipulateur. Les manipulations et le
matériel requis sont détaillés dans Col-
man (1984a).

Méthode

1. Elever des grenouilles Xenopus laevis
femelles.

2. Sous anesthésie, prélever une section
de l'ovaire.

3. Laver les ovocytes dans une solution
saline modifiée de Barth et les séparer
par groupes de 5 a 20 (les ovocytes
peuvent étre gardés plusieurs jours a
19°0).

4. Confectionner et calibrer des micro-
pipettes: cette étape est délicate et
vise a obtenir des micropipettes ser-
vant & injecter 50 + 20 nL de solu-
tion.

5. Préparer les ARNm: il est recomman-
dé de sélectionner les ARN po-
lyadénylés par chromatographie d'af-
finité afin d'augmenter leur con-
centration dans la solution a injecter
(voir le Chapitre 24). De 50 a 500 ng
d’ARNm peuvent étre injectés par
ovocyte; mais compte tenu de la sen-
sibilité du systéme, 10 ng d'ARNm
sont parfois suffisants.

6. Apres immobilisation des plus gros
ovocytes, injecter 50+20 nL d'ARNm
dans la partie végétative (jaune). Un
manipulateur expérimenté peut in-
jecter de 200 a 300 ovocytes en une
heure.

7. Replacer les ovocytes dans la solution
saline modifiée de Barth, 4 19°C.
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8. Marquer les protéines nouvellement
synthétisées a l'aide d'acides aminés
radioactifs, principalement la
méthionine [*S], ou d'autres précur-
seurs radioactifs comme [l'acétate
[*H], le phosphate [#P] ou le mannose
[“C] selon que I'on veuille démontrer
l'acétylation, la phosphorylation oula
glycosylation des polypeptides. Les
ovocytes étant perméables aux acides
aminés, le matériel radioactif est di-
rectement ajouté dans le milieu de
culture (0.1 4 5 mCi/mL).

9. Analyser les protéines marquées:
aprés homogénéisation des ovocytes
et centrifugation, les protéines mar-
quées se retrouvent dans le sur-
nageant. Elles sont analysées directe-
ment, ou apres immunoprécipitation,
par électrophorese en gel de polya-
crylamide.

3. CONCLUSION

Les ovocytes de Xenopus représentent le
systéme de traduction le plus efficace.
Jusqu'a présent, il est le seul systéme qui
permet I'étude des modifications post-
traductionnelles et des mécanismes de
sécrétion protéique. Cependant, pour
l'analyse courante des ARNm, le lysat de
réticulocytes demeure le systéme de choix
de la traduction in vitro.
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