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1. INTRODUCTION

Une approche nouvelle pour l'identifica-
tion des protéines virales connaît, depuis
quelques années, un essor important. Il
s'agit de l'immunodétection de protéines
séparées par électrophorèse, transférées
sur papier de nitrocellulose ou diazo-
benzyloxyméthyle avant d'être 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 à 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'électrophorèse, 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 être couplés à 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 et al. 1983). Récem-
ment, la détection par marquage à l'or
colloïdal connaît 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 à la peroxydase. L'électropho-
rèse initiale pour la séparation des
protéines virales est effectuée selon la
méthode de Laemmli (1970). Le träniert
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
protéine A couplée à la peroxydase
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(Burnette 1981, Tsang et al. 1983), sauf
que l'iode radioactif est remplacé par l'en-
zyme.

Solutions

Tampon TBS (Tris-Buffered-Saline)

Tris base (50 mM) 6.57 g

NaCl (150 mM) 8.77 g

MerthiolateO.01% (p/v) 0.1 g

Compléter à 1 L avec H2O et ajuster à
pH 7.4 avec HC112 N

Tampon TBS-T

Tampon TBS 999 mL

Tween 20 (0.1%) 1 mL

Solution colorante

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 et immédiatement avant
son utilisation, ajouter 100 |AL de
peroxyde d'hydrogène (30% v/v)

2.1. TRANSFERT
ÉLECTROPHORÉTIQUE

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

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

3. Déposer le gel d'électrophorèse sur le
papier filtre et recouvrir d'un papier
de nitrocellulose (membrane de nitro-
cellulose, porosité 0.45 um). Il faut
bien identifier l'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.

4. Couvrir la feuille de nitrocellulose
d'une seconde feuille de papier filtre
déjà imbibée de tampon de träniert.

5. Placer la seconde éponge sur le
dernier papier filtre puis, refermer la
seconde moitié de la cassette et
presser la cassette de manière à 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
(pôle positif, électrode rouge; Fi-
gure 1).

6. Si l'on désire contrôler la température
durant le transfert, il faut brancher
l'échangeur de chaleur au bain à
température contrôlée 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 la membrane de transfert. La
séparation du gel de la membrane de
nitrocellulose entraîne une distortion
dans le patron de transfert.

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

8. Lorsque le transfert est complété,
fermer la source de tension, enlever
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la cassette de la chambre et récupérer
le papier de nitrocellulose et le gel. Le
papier de nitrocellulose peut être
conservé à -20°C durant 6 mois ou
utilisé immédiatement pour l'im-
munoempreinte.

9. Afin de vérifier si le transfert s'est
bien effectué, le gel peut être 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%.

2.2. IMMUNOEMPREINTE

1. La feuille de nitrocellulose sur
laquelle on a transféré les protéines
provenant du gel d'électrophorèse est
placée dans un sac de plastique à 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, Bélico, Vineland, N.J.
USA) à la température de la pièce.
Après utilisation, la solution de blo-
quage est jetée.

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

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

4. On ajoute ensuite 10 mL d'une solu-
tion de protéine A ou d'anti-immu-
noglobulines, marquées à 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 à température de la pièce,
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 à des dilutions de 1/3000 à
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 à 15 min, sous agita-
tion constante, jusqu'à l'obtention de
l'intensité désirée. Le papier de nitro-
cellulose est ensuite rincé à l'eau
déionisée pour arrêter 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-
trophorèse. Dans ces cas, l'immunopréci-
pitation est tout indiquée pour déter-
miner leur spécificité (Figure 2).

la majorité des chercheurs préfèrent utili-
ser les membranes de nitrocellulose: elles
permettent la détection de 10 à 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 requièrent une étape d'activa-
tion. Les papiers diazo fixent aussi les
acides aminés libres, c'est pourquoi les
tampons tris-glycine ne peuvent être 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 à la
même vitesse et que les protéines d'une
masse moléculaire supérieure à
60 000 Da sont retardées par rapport à

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 à noter que les tranferts par
capillarité sont de 10 à 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 à 92 500 ou 45 000 à
200 000 Da), que l'on colore sur le papier
de nitrocellulose après transfert. La co-
loration utilisée est le bleu de Coomassie
à 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 éléments d'une cassette de träniert, 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'électrophorèse (e), et feuille de nitrocellulose (f).
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Immunoempreinte identifiant les protéines structurales du virus respiratoire syncytial
humain à 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 FI à 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-
rèse a mené, entre autres, à 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 à cliver chimi-
quement avec le bromure de cyanogène
(Lonsdale-Eccles et al. 1981) ou le N-
chlorosuccinimide (NCS) (Lischwe et
Ochs 1982), ou à cliver avec des endopep-
tidases telles que la protease V8 (Drapeau
et al. 1972), l'endoprotéinase arginine C
(Levy et al. 1970), la pepsine (Fruton
1976) ou la papaïne (Berger et Schechter
1970) les protéines préalablement
séparées par électrophorèse en gels de
polyacrylamide. L'hydrolyse ou la diges-
tion se fait directement dans le gel avant
la réélectrophorèse 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 électrophorèse et révélés au
bleu de Coomassie (Cleveland et al.

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

2. SEPARATION DES
PROTÉINES EN GEL DE
POLYACRYLAMIDE

Méthode

1. L'électrophorèse 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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3. Après l'électrophorèse, une mince
bande de gel est prélevée de chaque
côté de la plaque et sert à l'identifica-
tion des protéines, soit par coloration
au bleu de Coomassie, à l'argent ou
encore à l'identification par immuno-
empreinte.

4. Une fois la protéine d'intérêt 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 CYANOGÈNE
(CNBr)

1. Équilibrer 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.

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

3. 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.

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

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

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

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

3.2. N-CHLOROSUCCINIMIDE
(NCS)

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

2. Équilibrer le fragment de gel dans
une solution urée-eau-acide acétique
(urée 1 g, H2O 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/ H2O/ acide acétique et en
incubant durant 30 min à la tempéra-
ture de la pièce.

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

5. Équilibrer le gel (trois bains de
50 min) dans 10 mL de tampon Tris
(Tris-HCl 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 à 20% d'acrylamide ou encore un
gel de 15% et séparer par électro-
phorèse.
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3.3. CLIVAGE ENZYMATIQUE

Le clivage ou digestion enzymatique
comporte trois étapes:

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

• un arrêt de 30 min pour favoriser la
digestion

• la séparation des peptides dans le gel
de séparation

1. Placer chaque fragment de gel broyé
resuspendu dans 50-100 uL 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) à l'aide
d'une seringue munie d'une aiguille
18G 1-1/2".

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

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

4. Arrêter le courant après 30 min, lors-
que le bleu de bromophénol arrive à
l'interface du gel de regroupement et
du gel de séparation, encore une fois
pour favoriser la digestion.

5. Continuer l'électrophorèse pour la
séparation des peptides dans un gra-

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

6. Prélever le gel et le fixer pour la colo-
ration au bleu de Coomassie ou à
l'argent, ou transférer sur papier de
nitrocellulose pour détection par
immunoempreinte. Le transfert élec-
trophorétique se fait à l'aide d'un
appareil Trans-Blot (Bio-Rad; voir
section Immunoempreinte) pendant
environ 1 h à 50 V.

La Figure 1 illustre les résultats obtenus.

4. DISCUSSION

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

La concentration d'enzyme à utiliser doit
être établie en fonction de l'activité spéci-
fique de l'enzyme et du mode de détec-
tion des peptides générés. Certains au-
teurs recommandent d'utiliser des échan-
tillons de 0.05 ug. Nous préférons utiliser
des échantillons plus concentrés, soit
d'environ 0.1 à 5 |ig: pour identifier des
peptides conservant leurs déterminants
antigéniques, nous utilisons 25 |ig 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 2560 Da. Les protéines isolées en gel peu-
moléculaire. Nous utilisons les mar-
queurs de Pharmacia (Uppsala, Suède):
myoglobine 17 200 Da, myoglobine I+II
14 600 Da, myoglobine I 8 240 Da,
myoglobine II 6 380 Da, myoglobine III

vent être préparées d'avance pour la di-
gestion. Elles sont entreposées dans des
sacs hermétiques et conservées à -20°C
pendant plusieurs mois.

Tableau 1

Identification des sites de clivage des protéines

A) Digestion chimique

Produit
CNBr
(bromure de cyanogène)
NTCB
(acide 2-nitro-5-thiocyanobenzoïque)
NCS
(N-chlorosuccinimide)

Acide aminé cible
méthionine

cystéine

tryptophane

Références
Gross, 1967

Londsdale-Eccles et al, 1981
Stark, 1977

Lisch we et Ochs 1982

B) Digestion enzymatique

Enzyme
Protease V8
S. aureus
Endopeptidase
Trypsine

Clostripane
Proteases A et D
(submaxillaire souris)
Chymotrypsine

Pepsine

Thermolysine

Papaïne

Acide aminé cible
glutamine

proline
arginine,
lysine
arginine
arginine

tryptophane,
tyrosine,
phénylalanine, leucine,
et méthionine
phénylalanine-X
(ac. am. hydrophobe)
leucine, valine,
isoleucine, méthionine,
phénylalanine, tryptophane
phénylalanine-X-Y

Références
Drapeau et al, 1972

Koida et Water, 1976 (proline)
Butler et Hartley, 1972
Patthy et Smith, 1975
Mitchell et Harrington, 1968
Schenkein et al, 1977

Wilcox, 1970
Walasek et Margoliash, 1977

Fruton, 1974
Lumsden et Coggins, 1978
Heinrikson, 1977

Berger et Schechter, 1970
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Tableau 2

Solutions pour électrophorèse

Solution A

Tris-HCl 18.3 g

Temed 115 uL

SDS 0.4 g

H2O 50 mL

Ajuster pH 8.4

Tampon à'électrophorèse

Tris-HCl 12 g

Glycine 57.6 g

SDS 4 g

H2O à 4 L

Ajuster pH 8.4

Solution C

Acrylamide 30 g

Bis-acrylamide 0.8 g

H2O 100 mL

Produit/Solution

Tris-HCl 0.5 M pH 6.8

SDS 10% (p/v)

H2O

Solution A

Solution C

Ammonium persulfate (0.28%)

Riboflavine 0.004% (p/v)

TEMED

Tableau 3

Préparation des gels

Gel de regroupement

5.0 mL

0.2 mL

9.8 mL

-

2.5 mL

-

2.5 mL

20 uL

Gel de

15%

2mL

-

1.9 mL

2mL

8.1 mL

4mL

-

-

séparation

20%

2mL

-

0.3 mL

2mL

10.7 mL

4mL

-

-

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-
électrophorèse. Nous trouvons suffisant de ne modifier que le gel de regroupement. On doit toujours
utiliser une solution fraîche d'ammonium persulfate.
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Figure 1

Coloration à l'argent du profil peptidique de la protéine FI du virus respiratoire syncytial
humain (masse moléculaire 49 kDa).

1 et 6. Marqueur de masse moléculaire.

2 et 7 Protéine FI isolée à partir d'un gel de polyacrylamide de 10%.

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

4. Digestion enzymatique de FI avec la protease V8 qui clive les résidus glutamine.

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

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

7. Immunoempreinte de FI.


































































