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L'immunité des invertébrés apparaît très différente de celle des vertébrés 

tant dans les éléments constituant le système immunitaire que dans les réactions 

qui sont mises en jeu. De pl us. elle a été beaucoup moins étudiée. En effet, 

jusqu'aux années soixante, les travaux relatifs à l'immunité des invertébrés sont 

restés rares et fragmentaires, malgré la découverte par Metalnikov dès 1882 du 

phénomène de phagocytose et de son interprétation par Metchnikoff (1924) chez 
l'étoile de mer et la daphnie. L'orientation de nos travaux sur les mécanismes de 

défense immunitaire des invertébrés et le choix de Nereis diversicolor O. F. 

Müller comme matériel d'étude ont été guidés par un certain nombre de faits. 

Tout d'abord, l'organisation morphologique, la biologie et la physiologie 

des Nereidae sont maintenant bien connues. Appartenant à la classe des annélides 

polychètes, groupe systématique qui d'un point de vue phylogénique est situé à la 

base de la lignée évolutive des cœlomates, elles ont suscité depuis Durchon 

( 1956) l'intérêt d'un grand nombre de chercheurs du laboratoire de Biologie 

Animale de Lille. Le système nerveux a été étudié tant du point de vue structural 
(Dhainaut-Courtois 1970; Dhainaut-Courtois et Golding, 1978) que de 

l'identification de différents neuropeptides (Dhainaut-Courtois et al., 1985) dont 

certains, tel le FM RF-amide (Baratte et a 1., 1990), ont été séquencés. 

Parallèlement, le contrôle endocrine de la gamétogenèse (Dhainaut, 1966a, 1966b, 

1967, 1968, 1970 ; Bertaut et Dhainaut 1971 ; Bertaut 1976 ; Dhainaut et 

Porchet 1977) et de la régénération (Durchon, 1967 ; Durchon et Soilly, 1964 ; 

Soilly, 1974) a été étudié. 

En ce qui concerne l'étude des mécanismes de défense contre les agressions 

extérieures chez les invertébrés, N. diversicolor présente un grand intérêt en 

raison de son mode de vie. La vase où ces animaux creusent leurs galeries 
apparaît comme un milieu très riche en matières organiques en décomposition et 

ce milieu est le siège de multiples proliférations bactériennes. Il se caractérise 

également par une teneur élevée en métaux lourds.La détermination de la nature 

des métaux a été réalisée (Dhainaut-Courtois et al., 1991 ; Septier et al., 1991 ). 

Dans ce milieu, les néréis prolifèrent et peuvent atteindre une densité de l'ordre 

de la centaine d'individus au mètre carré. Ces animaux doivent donc posséder des 

mécanismes de défense à la fois dans le domaine de la résistance aux métaux 

lourds et dans celui de l'immunité antibactérienne. 

Les mécanismes de résistance vis-à-vis des métaux lourds ont fait l'objet 

d'un certain nombre de traYaux chez N. diversicolor. Plusieurs métalloprotéines 

intervenant dans la détoxication du milieu intérieur de cette espèce ont ainsi été 

mises en évidence (Dennaï et al., 1986). L'une d'entre elles, dénommée MP II, a 

été purifiée et caractérisée (Dhainaut et al., 1987; Nejmeddine et al., 1988) et sa 
séquence en acides aminés effectuée (Demuynck, 1992). 
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Dans le domaine des mécanismes de défense immunitaire, plusieursl travaux 
ont porté sur les processus de résistance aux infestations parasitaires ~t aux 
infections bactériennes. Les réactions d'encapsulation jouent un rôle importan~ 
(Porchet-Henneré et al., 1987a). Elles impliquent l'activation et la participation 
de plusieurs catégories de cellules du milieu intérieur (Dhainaut, 1984; Dhainaut 
et Porchet-Henneré 1988). Ces différents types de cellules coopèrent pour la 
réalisation d'un ensemble qui va isoler et séquestrer le corps étranger. La défense 
immunitaire contre l'infection bactérienne fait intervenir. à la fois des facteurs 
humoraux et une réponse immunitaire à médiation cellulaire. Cette dernière est 
relativement bien connue grâce aux travaux de Dates (1979), Dates et Dixon 
(1980), Dhainaut et Porchet-Henneré (1988) qui ont décrit le rôle des 
cœlomocytes dans le processus de phagocytose. En ce qui concerne l'intervention 
des facteurs humoraux, M'Béri (1988) a montré l'existence d'une protection 
antibactérienne induite après une agression bactérienne et la participation de 
différentes substances (lysozyme-like, hémagglutinine, ~-glucuronidase) dans 

l'immunité à médiation humorale. 
Le but de notre travail consiste à essayer d'apporter des réponses sur la 

protection antibactérienne induite dans le milieu intérieur de N. diversicolor. 
Dans un premier temps, nous avons donc entrepris la purification d'une ou des 
molécule(s) impliquée(s) dans la défense du milieu intérieur. Nous nous sommes 
ensuite posé la question de l'expression de cette ou de ces protéines et des 
variations éventuelles de leur synthèse, problème qui n'a pu être abordé qu'après 
avoir produit l'ADN complémentaire correspondant, utilisé comme sonde 
moléculaire. Nous envisagerons donc successivement ces trois aspects de nos 
résultats après avoir présenté le matériel biologique utilisé. 
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1- Mode de vie et récolte des animaux 
Les Nereis diversicolor. animaux euryhalins , vivent dans la vase noire 

des estuair~s où elles participent à la chaîne alimentaire du littoral marin. 

Elles creusent des galeries signalées à la surface par de petits orifices. Dans 
ce milieu, elles subissent le balancement des marées, ce qui les soumet à 
des variations de salinité importantes et implique une certaine capacité 

d'osmorégulation, mais également à des pollutions diverses (organiques , 
bactériennes et chimiques). Les animaux que nous avons utilisés pour nos 
expériences ont été récoltés dans l'estuaire de l'Aa à Petit-Fort-Philippe 

(Nord, France). Les vers récoltés sont maintenus dans l'eau de mer à 
environ l4°C et utilisés rapidement. 

II- Anatomie 

11-1 Le corps des néréis 
Il est composé de trois régions successives non homologues : le 

prostomium, le métastomium et le pygidium. 
- Le prostomium, ou segment antérieur, représente la tête; il porte 

des appendices céphaliques et des yeux. 
- Le métastomium, région moyenne, est formé d'une succession 

de métamères homologues. En dehors du premier segment, 
appelé péristomium, chaque métamère porte une paire de 
parapodes, expansions latérales du corps garnies de nombreuses 
sm es. 

- Le pygidium correspond au segment postérieur du corps; il 
porte 2 cirres. 

II-2 Métamérie 
Chaque métamère (fig. 1) contient une cavité générale appelée 

cœlome, une paire d'organes excréteu rs ventro-latéraux de type méta­
néphridie, une paire d'organes cilio-phagocytaires latéro-dorsaux (fig. 2), 
un tube digestif droit et une chaîne ganglionnaire ventrale métamérisée. La 
musculature du métamère comprend des muscles obliques ainsi que des 

muscles circulaires et longitudinaux constituant, avec l'épiderme, la paroi 
du corps. 
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Figure 1. Coupe transversale d'un polychète néréidimorphe (d'après De Beauchamp, in 
Grassé, 1961 ). Ac : acicule ; cg : cellules chloragogènes (splanchnopleure) ; ci : 
cirre ; ex : néphridie ; i : intestin ; mc : muscles circulaires ; ml : muscles 
longitudinaux ; ms : mésentère ; mt : muscles transversaux ; n : néphrostome ; nv : 
chaîne nerveuse ; pe : péritoine ; sin : sinus intestinaux ; ss : soies; vd1, vd2: 
vaisseaux dorsaux ; vv : vaisseau ventral . 

M.L. 

Figure 2. Coupe transversale schématique dans un segment de Nereis (d'après Prenant, in 
Brien, 1961). Ac. : acicule; Ci. : cirre; Co.: cœlome; Ect. : ectoderme; G.N. : 
ganglion nerveux; M.Ac. : muscles des acicules; M.C.: muscles circulaires sous­
ectodermiques ; M.L. : champs musculaires, latéro-dorsaux et latéro-ventraux ; 
M.Pa. : muscles parapodiaux; Ne.: néphridie; Nep.: neuropode; Notp. : 
notopode ; O.ci. : organe cilio-phagocytaire ; Rs.ln. : réseau sanguin intestinal ; 
Rs.Pa. : réseaux sanguins parapodiaux; S.: soies; T.D. : tube digestif; V.D. : 
vaisseau longitudinal dorsal; V.V. :vaisseau longitudinal ventral. 

) 1 
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11-3 Appareil circulatoire 
Les néréidiens sont caractérisés par un appareil vasculairF cio~ 

(fig.2) La paroi des vaisseaux, qui ne possède pas d'endothélium,
1 
est 

constituée principalement par deux feuillets du mésentère qui s'écar;tbnt. 
1 

Deux vaisseaux sanguins longitudinaux, un dorsal et un ventral, sont reliés 
1 'un à 1 'autre par des vaisseaux latéraux émettant des ramifications jusque 
dans la paroi des parapodes. Les vaisseaux dorsal et ventral communiquent 
en outre avec le plexus intestinal par de petits vaisseaux. Le plasma 
renferme des hémocytes et une protéine oxydable à base de fer, 
1 'hémoglobine. 

11-4 Cœlome 
Au niveau de chaque métamère la cavité cœlomique est divisée 

par une cloison intersegmentaire ou dissépiment. Le cœlome renferme un 
liquide appelé lymphe périvasculaire ou liquide cœlomique. Ce dernier, 
complètement indépendant du sang vasculaire, n'est donc pas l'homologue 
de l'hémolymphe des mollusques et des arthropodes chez lesquels il n'y a 
pas de distinction formelle entre le sang et la lymphe périvasculaire. Deux 
catégories cellulaires baignent au sein de ce liquide cœlomique, les 
produits génitaux et des cœlomocytes (fig. 3). Ces derniers sont subdivisés 
en deux catégories : les éléocytes, impliqués dans la vitellogenèse, et les 
granulocytes, impliqués dans la défense du milieu intérieur, qui seront 
décrits en détail dans le paragraphe suivant de notre mémoire. Les produits 
génitaux mâles ou femelles se développent aux dépens du revêtement 
péritonéal du cœlome et se détachent précocement pour tomber dans le 
liquide cœlomique où ils croissent lentement jusqu'à la maturité sexuelle. 
L'espèce N. diversicolor ne présente pas d'épitoquie. Au moment de la 
maturité génitale, seul un changement de couleur dû aux produits génitaux 
visibles par transparence au travers du tégument est observé. 

Ill- Défense immunitaire 
Etant donné le rôle important joué par les cœlomocytes dans la 

défense du milieu intérieur des néréidiens, nous rappellerons brièvement 
dans cette partie les différents types de cœlomocytes connus et leurs 
caractéristiques morphologiques avant d'évoquer les mécanismes de 
defense. 

4 
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Figure 3. Schéma représentant les différents types cellulaires de la cavité cœlomique (Dhainaut et 
Porchet-Henneré, 1988). 
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111-1 Cellules intervenant dans la défense du milieu intérieur 
Dans le cœlome, deux grandes catégoritts ceOulaires peuvent 

être distinguées : les éléocytes et les granulocytt1s (Baskin, 1974 ; 
1 

Dhainaut, 1984; Dhainaut et Porchet-Henneré, 1988; M'Béri, 1988). 

111-1.1 Eléocytes 
Ce sont des cellules non adhérentes, très polymorphes, 

mesurant en moyenne 30 pm de diamètre et à noyau central. Sur le vivant, 
ils sont caractérisés par la présence dans leur cytoplasme de nombreuses 
gouttelettes lipidiques jaunâtres ; ils présentent en ultrastructure des 
phagosomes contenant des sarcolytes (fig.4). 

111-1.2 Granulocytes 
Ce sont des cellules à cytoplasme granuleux adhérentes 

entre elles (fig.5). Cinq types ont été définis (Baskin, 1974 ; Dhainaut, 
1984), trois de ces types (1, II, Ill) ont été décrits en détail (Dhainaut et 
Porchet-Henneré, 1988; M'Béri, 1988). 

- Les granulocytes de type 1 sont de grandes cellules 
fusiformes de 15 à 25 pm de long (fig.5), forme qu'elles perdent après 
étalement sur un support en présentant alors un voile circulaire. En 
ultrastructure, leur cytoplasme présente des faisceaux de microfilaments, 
des microtubules et deux types granules : les uns, de forme ovoïde, 
contiennent un matériel très dense aux électrons, les autres, de forme plus 
arrondie, sont moins denses aux électrons. Ces granules sont comparables 
à des lysosomes. Par leur structure les granulocytes de type 1 de 
N. diversicolor se rapprochent des granulocytes de type 1 de Perinereis 
cultrifera (Baskin, 1974 ; Dhainaut, 1984) et de Lumbricus terrestris 
(Linthicum et al., 1977) ainsi que des leucocytes fibrillaires d'Eisenia 
fœtida (Stang-Voss, 1971; Valembois, 1971a). 

- Les granulocytes de type II sont, comme les 
granulocytes 1, des cellules de grande taille (25 pm) mais de forme 
arrondie (fig. 5). Ils ne contiennent pas de microfilaments et sont 
caractérisés par la présence de nombreux pseudopodes. Leur noyau est 
légèrement excentré et leur cytoplasme contient un grand nombre de 
granules de différentes tailles et du glycogène. Ces caractéristiques 
rapprochent les granulocytes II des neutrophiles de mammifères (Dhainaut 
et Porchet-Henneré, 1988; M'Béri, 1988). 
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Figure 4. Observation sur le vivant (en microscopie à contraste de phase) d'un 

agrégat d'éléocytes chez Nereis diversico/or. Les globules lipidiques 

sont visibles à travers la membrane (M'Béri, 1988) (x 1500). 

Figure 5. Vue en microscopie photonique de granulocytes deN. diversico/or 

colorés par la technique de Papanicolaou. Les granulocytes 1 (GI) sont 

caractérisés par la présence de microfilarnents, les granulocytes ll (Gm 

par un nombre important de granules et les granulocytes III (Gill) par 

leur petite taille et leur noyau volumineux (M'Béri, 1988) (x 11000). 





- Les granulocytes de type III sont des cellules de petite 

taille (5 à 8 Jlm de diamètre) présentant un rapport nucléo-cytoplasmique 

élevé (fig.5). Ils apparaissent sous une forme circulaire et sont dépourvus 

de voile. Leur cytoplasme contient quelques granules. Au contact d'un 

support ils émettent des filopodes caractéristiques qui leur apportent une 

grande mobilité. Ils ressemblent aux amibocytes du polychète Arenico/a 
marina (Dales et Dixon, 1982), aux coagulocytes de certains insectes 

(Ashok, 1976) et aux leucocytes du mollusque Biomphalaria glahrata 
(Jeong et Heyneman, 1976). 

- Les autres types (IV et V) de granulocytes sont 

faiblement représentés ( 1% de l'ensemble des granulocytes). Le type IV 

présente un noyau lobé. Ces cellules émettent des pseudopodes très 

développés, renferment peu de granules et un grand nombre de micro­

tubules mais ne possèdent pas de microfilaments. Par contre, Je type V est 

caractérisé par un noyau sphérique accolé à la membrane plasmique. 

Dans la suite du mémoire, les granulocytes de type 1, II 

et III seront dénommés G 1, G II et G III. 

lll-2 Mécanismes de défense 
L'intervention de cellules et de facteurs spécifiques dans les 

mécanismes de défense, démontrée chez les vertébrés et les invertébrés , a 

permis de définir deux types d'immunité : à médiation cellulaire et à 

médiation humorale. Chez N. diversico/or, les connaissances des 

mécanismes de défense du milieu intérieur restent assez fragmentaires en 

ce qui concerne l'immunité à médiation humorale; par contre, des études 

ont pu établir l'intervention de processus de phagocytose et d'encapsulation 

dans l'immunité à médiation cellulaire (voir revue de Ratcliffe et al., 1985). 

111-2.1 Immunité à médiation cellulaire 

Chez les invertébrés, la phagocytose se déroule selon les 

mêmes processus que ceux connus chez les vertébrés. Cependant, chez les 

invertébrés, les contacts se font le plus souvent au hasard avec une très 

faible spéc ificité. Des travaux récents (Porchet-Henneré et M'Béri, 1987) 

réalisés sur N. diversicolor et Perinereis cultrifera montrent que les 

animaux infectés font intervenir leur cœlomocytes pour éliminer les 

bactéries de leur milieu in térieur. Comme l'a signalé Dales (1979), les 

cœlomocytes qui ont phagocyté les bactéries semblent acquérir la propriété 

d'adhérer les uns aux autres pour former des amas cellulaires non structurés 
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sans corps nécrotique au centre. On observe ainsi la disparition des 
bactéries mais également une diminution du nombre des cœlomocytes 
circulants du liquide

1 

cœlomique. ln vitro, il a pu être établi que la 

phagocytose est réalisée par les granulocytes de type II. Le matériel 
contenu dans ces cellules se déverse dans les phagosomes hébergeant les 

bactéries. Ce processus aboutit au déversement d'enzymes lytiques 

permettant la dégradation bactérienne. Cette réaction a également été 
signalée chez les insectes (Gagen et Ratcliffe 1976 ; Rowley et Ratcliffe 
1976; Ratcliffe et al, 1985), les échinodermes (Yui et Baynes, 1983), les 
mollusques (Yves et a/.,1973; Sminia et al., 1974; Sminia et Van der 
Knaap, 1983) et les annélides, où la majorité des travaux ont été réalisés 
chez les oligochètes (chateaureynaud-Duprat et Lestage 1980; 
Chateaureynaud-Duprat et al., 1983; Stein et Cooper 1983, 1988), et les 
polychètes (Baskin, 1974; Fitzgerald et Ratcliffe 1983 ; Porchet-Henneré 
et al., 1987a). 

Un phénomène bien connu chez les invertébrés, celui de 
l'encapsulation (Brehélin et al., 1975 ; François 1975 ; Ratcliffe et Gagen 
1977; Chateaureynaud-Duprat et al., 1981, 1983; Ratcliff et al., 1985), a 
été observé chez N. diversicolor par Thomas dès 1930 ; cet auteur a appelé 

granulomata des masses d'aspect tumoral résultant de la dégénérescence 
des ovocytes et des soies. Après inoculation dans des animaux présentant 
des "tumeurs" de Bacteria tumefaciens, Thomas (1932) trouve ces 
bactéries à l'intérieur des cellules situées à la périphérie du granulomata. 
Des capsules ont été également observées par Porchet-Henneré ( 1969) 

autour du parasite Cœlotropha durchoni dans la néréis. Récemment, chez 
N. diversicolor, la genèse des capsules a été étudiée par la méthode 
expérimentale d'implants exogènes (Porchet-Henneré et al., 1987a). La 

nature des différents types cellulaires intervenant dans la formation de la 
capsule a pu être élucidée en utilisant des anticorps monoclonaux 
spécifiques des granulocytes de types I, II et III (Porchet-Henneré et 
al.,l990). La couche la plus interne, au contact avec le corps étranger, est 
formée de G III, la couche intermédiaire de G II et la couche la plus 
externe de G 1. 

III-2.2 Immunité à médiation humorale 
Au niveau des mécanismes de défense faisant intervenir 

des substances humorales, M'Béri ( 1988) a signalé 1 'intervention de 
molécules de type hémagglutinines et lysosymes. Ces molécules sont 
largement distribuées chez les invertébrés. Les lysozymes et molécules 
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apparentées se retrouvent chez les insectes (Mohrig et Messner. 1968 : 
Jollès et Jollès 1975 : Anderson et Cook 1979 ; Zachary et Hoffmann. 

1981: Engstrom et al., 1985 ; Russel et Dunn 1990). les mollusques 
(Rodrick et Cheng, 1974; Cheng et al., 1975; Cheng et Rodrick. 1975). 
les échinodermes (Jollès et Jollès. 1975) et les annélides (Perin et Jollès. 
1972 ; Çotuk et Dales 1984; Lassalle et Lassègues 1986 ; Lassalle et 

Lassègues, 1988). Les hémagglutinines se retrouvent chez les annélides 
(Anderson 1980 ; Dales 1982 ; Stein et al., 1982 ; Stein et Basch 1979 ; 

Stein et Cooper 1988; Cenini, 1983 ; Russel et al., 1983), les mollusques 
(Hammarstrom et Kaba, 1969 ; Hardy et al., 1977), les crustacés (Hall et 

Rowlands, 1974a, b) et les insectes (Scott, 1971 ; Lackie, 1981 ; Ratcliffe 

et al., 1985). 
En ce qui concerne l'existence de protéines anti­

bactériennes, Dales et Dixon (1980) n'ont constaté aucune activité dans le 
liquide cœlomique, même après immunisation préalable avec des bactéries 
tuées. Récemment, en utilisant des méthodes plus sensibles, M'Béri (1988) 
a démontré l'existence d'une protection antibactérienne après immunisation 
de N. diversicolor par différentes espèces de bactéries. L'existence d'une 

molécule an ti bactérienne, à caractère basique, dont la masse moléculaire 
est de 10 kDa, a été démontrée. Parallèlement, des études relatives aux 

effects biologiques du cadmium sur N. diversicolor réalisées par 
Nejmeddine et al.,( 1988) ont permis de démontrer l'existence d'une 
métalloprotéine intervenant dans les processus de détoxication. C'est une 
protéine de masse moléculaire proche de l 0 kDa appelée métalloprotéine II 
(MPII) parce qu'elle apparaît sur le deuxième pic obtenu après 
chromatographie de filtration sur Sephadex G75 (Nejmeddine et al., 1988). 
Son site de synthèse a pu être démontré, à l'aide d'anticorps (poly- et 
monoclonal) dirigés contre la MPII, comme étant les G 1 (Porchet­
Henneré et al., 1987b). 
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Chapitre I 

Purification, caractérisation et identification d'une 
protéine à activité antibactérienne, induite dans lé liquide 

cœlomique lors d'une agression bactérienne. 

-------



r 

Figures 6 et 7. Croissance d'E .coii (fig.6) et de Micrococcus kristinue (fig.7) en 

présence de disques pour antibactériogrammes neutres imbibés de 20 pl 

de liquide cœlomique deN. divenico!or immunisées avec différentes 

espèces de bactéries ( 1 : Pseudomonas uerugino.w: 2 : Escherichia coli: 

3 : BaciLLus cereus; 4 : BuciLLus megaterium) ou non immunisées (5). 

Après ensemencement et dépôt des disques, les boîtes de culture ont 

été placées à 37°C pendant 8 heures (d'après M'Béri , 1988). 
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A la suite de l'injection de différentes espèces de bactéries 
(Esclzerichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, Baci!lus 

megateriwn et Micrococcus kristinea), M'Béri ( 1988) a pu obtenir 
l'induction d'une protection antibactérienne dans le liquide cœlomique de 
N. diversicolor (figs. 6 et 7). Cette induction est maximale sur test 

d'inhibition de croissance de M. kristinae après 1 'injection d'E. coli. En 
outre. il a pu être établi que l'injection de cadmium (Cd) provoque 
également cette protection. Les études préliminaires effectuées par M'Béri 
(1988) ont montré l'apparition d'une protéine d'environ 10 kDa, à activité 
antibactérienne, dans le liquide cœlomique après immunisation. Cet auteur 
a montré que son comportement électrophorétique en milieu dénaturant et 
réducteur, de même que les tests préliminaires de détection réalisés à l'aide 
d'anticorps spécifiques, laissent supposer des analogies entre cette protéine 
antibactérienne et la métalloprotéine désignée sous le nom de MPII. Cette 
protéine, isolée par Nedjmeddine et al., (1988), est capable de complexer 
le Cd lors d'une intoxication métallique. 

Dans le but de vérifier cette analogie et de caractériser la ou les 
protéines antibactériennes, nous avons entrepris leur purification à la suite 
d'une immunisation des vers par l'injection d'une suspension de bactéries 
faiblement concentrée. 

1- Purification de la protéine antibactérienne 

Les différentes étapes de la purification sont résumées dans les schémas 
1 et 2. Nous avons utilisé le protocole de purification mis au point, pour 
1 'isolement de la MPII, par Nejmeddine et al. ( 1988) et comme test 

biologique la détection de l'activité antibactérienne (voir Méthodes p.50). 

1-1 Chromatographie de gel filtration (Sephadex G75) 
Le liquide cœlomique, prélevé 24 heures après immunisation des 

vers par une suspension d'E. coli (voir Méthodes p.49), a été soumis à une 
séparation en fonction de la masse moléculaire sur une colonne de gel 
filtration (Sephadex G75). Après passage sur la colonne, préalablement 
calibrée par des protéines de masse moléculaire connue, 4 pics ont été 
résolus (Planche 1, fig. a). Le premier pic (Pl) correspond à des protéines 

de masse moléculaire supérieure à 70 kDa (sortant avec le volume 
d'exclusion), le second (Pila) à des protéines de masse moléculaire 

comprise entre 30 et 50 kDa, le troisième (PIIb) à des protéines de masse 



Immunisation des animaux 
à l'aide d'E. coli pendant 24 h 

Prélèvement du liquide cœlomique 
contenant les cellules libres 

Centrifugation à 3000 x g 
pendant 15 mn à 4°C 

permettant d'éliminer les cellules 
sous forme d'un culot 

Récupération du surnageant appelé 
"liquide cœlomique immunisé" 

Centrifugation à 20000 x g 
pendant 30 mn à 4°C 

pour éliminer le matériel insoluble 

Fraction soluble 

Schéma 1 : Représentation schématique des principales étapes d'obtention 
de la fraction soluble du "liquide cœlomique" après induction 
de la protection antibactérienne par immunisation des animaux 
à l'aide d'E. coli. 



Fraction soluble 

Chromatographie de gel filtration sur Séphadex G75 
en tampon formiate d'ammonium 10 mM, pH 7,4 

Recherche de l'activité antibactérienne 
(activité biologique) 

Fractions positives dialysées et 
concentrées au Microprodicon 

Chromatographie échangeuse d'anions 
sur DEAE-cellulose 

Recherche des fractions positives 
(activité biologique) 

~ 
Caractérisation en électrophorèse (SDS-PAGGE) 

de la ou des protéines antibactériennes purifiées 

Schéma 2 : Représentation schématique des différentes étapes de 
purification de la ou des protéines antibactériennes 
induites dans le liquide cœlomique après immunisation 
de N. diversicolor 



PLANCHE 1 

Purification par chromatographie de gel filtration "S\!phadex G75" de la ou des 

protéines antibactériennes induites dans le liquide cœlomique après 

immunisation par injection d'une suspension d'E. coli. 

a- Profil d'élution des protéines du liquide cœlomique de N. diversico/or préalablement 

immunisées à l'aide d'une suspension d'E. coli, après chromatographie de gel filtration sur 

Séphadex G 75. 

b- Test d'inhibition de croissance, sur milieu de culture gélosé, de M. kristinae. Les disques 

aniibactériogrammes neutres sont imbibés avec 20 Jll des différentes fractions protéiques 

présentées dans la figure a (1 : Pic 1; 2 : Pic II b; 3 : Pic II b concentré; 5 : Pic II a; 6 : 

Pic III) ou avec 20 Jll de liquide cœlomique (4) ou de PBS (7) ou d'H20 (8). 

Les boîtes sont incubées 8 h à 37°C. 

c- Analyse électrophorétique en milieu dénaturant (SDS en présence de ~-mercaptoéthanol) sur 

gel de polyacrylamide en gradient 5-25% d'acrylamide du Pic II b obtenu après Séphadex 

075 contenant la ou les protéines antibactériennes. 
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moléculaire comprise entre 10 et 30 kDa et le dernier (PIII) à des protéines 
de masse moléculaire inférieure à 10 kDa. 

La recherche des fractions possédant une activité antibactérienne a 
été réalisée grâce à un test d'inhibition de croissance sur milieu de culture 
gélosé. Des plages d'inhibition de croissance de M. kristinae sont détectées 

pour les fractions correspondant à celles du pic lib (Planche l, fig. b). Les 
autres fractions n'ont aucune incidence sur la croissance de M. kristinae 
(Planche 1, fig. b). Les fractions positives ont été dialysées et concentrées 
au Microprodicon. 

La caractérisation électrophorétique en SDS-PAGG E en milieu 
réducteur des protéines constituant le pic lib a mis en évidence, après 
coloration du gel au bleu de Coomassie (Planche 1, fig. c), 3 bandes 

majeures de masse moléculaire respectivement supérieure à 30 kDa 
(bande 1), inférieure à 20 kDa (bande 2) et inférieure à 14,4 kDa (bande 3). 
Les protéines de ce pic lib ont été de nouveau séparées, non plus en 

fonction de leur masse, mais en fonction de leur point isoélectrique (pl) par 
une chromatographie d'échange d'anions. 

1-2 Chromatographie d'échange d'anions (DEAE cellulose) 
Après passage sur DEAE cellulose des fractions du pic lib obtenues 

après Sephadex G75 et possédant l'activité biologique, un pic hétérogène a 
été obtenu. Trois parties (1, 2 et 3) dont une majeure notée 2, ont été 
définies (Planche 2, fig. a). 

Les fractions recueillies ont été testées, comme précédemment, par 
un test d'inhibition de croissance sur milieu de culture gélosé. Les résultats 
ont montré que seules les fractions correspondant à la partie 2 présentent 

une plage d'inhibition de croissance de M. kristinae (Planche 2, fig. b). Les 
fractions des autres parties ( 1 et 3) du pic obtenu après DEAE cellulose 
n'ont aucune incidence sur la croissance de M. kristinae. Les fractions 
positives ont été dialysées et concentrées (voir Méthodes p.50). 

La caractérisation électrophorétique des fractions positives du pic 
DEAE, après SDS-PAGGE en milieu réducteur, a montré la présence d'une 
seule bande colorée par le bleu de Coomassie, de masse légèrement 
inférieure à 14,4 kDa (Planche 2, fig. c) et estimée à 13,6 kDa. 



PLANCHE 2 

Purification par chromatographie échangeuse d'anions "DEAE cellulose" de la 
ou des protéines antibactériennes du pic II b obtenu après séparation sur gel 

filtration "Sephadex G75". 

a- Profil du pic II b de s~phadex G 75, contenant l'activité antibactérienne, obtenu par 

chromatographie d'échange d'anions sur DEAE cellulose élué par un gradient de 

NaCl 0-0,5 M. Obtention d'un pic hétérogène constitué de 3 parties (1, 2, 3). 

b- Test d'inhibition de croissance, sur milieu de culture gélosé, de M. kristinae. Les disques 

sont imbibés avec 20 Jll des différentes parties (1, 2, 3) du pic obtenu après DEAE-cellulose 

ou avec 20 J.!l de PBS (IV). 

1: Partie 1 

II: Partie 2 

ill: Partie 3. 

Les boîtes sont incubées 8 h à 37°C. 

c- Analyse électrophorétique de la partie 2 du pic obtenu après DEAE- cellulose, en milieu 

dénaturant (SDS en présence de ~-mercaptoéthanol) sur gel de polyacrylamide en gradient 

continu 5-25 % d'acrylamide. 
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Figure 8 : Courbe de croissance d'E. coli en turbidimétrie en 
présence de 20 Jll de : 
1: PBS 
2 : Pic II b positif après G 75 
3 : Partie 2 positive du pic après DEAE cellulose 
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1-3- Vérification de l'acthité antibactérienne des fractions positives 
obtenues 
L'activité antibactérienne des fractions positives obtenues après 

purification sur Séphadex G75 et DEAE-cellulose a été vérifiée par la 
méthode de turbidimétrie. Les courbes de croissance établies jusqu'à 
8 heures de culture sont présentées dans la figure 8. Elles montrent que la 
partie 2 du pic obtenu après DEAE cellulose, correspondant à une protéine 
de masse moléculaire inférieure à 14,4 kDa, présente une activité 
antibactérienne. Cette activité antibactérienne se traduit aussi bien sur des 
bactéries de type Gram+ (M. kristinae) que sur des bactéries de type Gram­
(E. coli). Il est à noter que l'addition des fractions positives à une culture 
d'E. coli n'entraîne pas de diminution de la densité optique traduisant la 
lyse des bactéries mais seulement un retard de croissance. De même, pour 
une durée d'incubation supérieure à 8 heures, on constate que la courbe de 
croissance évolue ensuite de la même façon que la courbe de référence. En 
ce qui concerne le test d'inhibition de croissance sur milieu de culture 
gélosé on s'aperçoit que, dans la zone d'inhibition de croissance due à la 
MPII, les bactéries repoussent sous forme de colonies isolées et, qu'au bout 
de 24 heures, elles ont recouvert totalement cette zone d'inhibition 
préalable. Ces observations indiqueraient une activité bactériostatique 
plutôt qu'une activité bactéricide. 

II- Caractérisation de la protéine antibactérienne 

La protéine isolée du liquide cœlomique et possédant 1 'activité 
an ti bactérienne présente le même comportement chromatographique et 
électrophorétique que la métalloprotéine (MPII) deN. diversicolor isolée 
par Nejmeddine et al. (1988). Cette protéine, complexant le Cd, possède 
une masse moléculaire voisine de 13,6 kDa (Demuynck, 1991) qui avait 
été initialement estimée à environ 10 kDa (Nejmeddine et al., 1988). 
L'étape suivante de notre étude a consisté à rechercher une éventuelle 
identité immunologique entre cette métalloprotéine et la protéine 
antibactérienne que nous avons purifiée. Nous avons utilisé l'anticorps 
polyclonal et monoclonal dirigés contre la métalloprotéine MPII pour son 
immunodétection d'une part par la technique d'identification 
immunologique des protéines après électro-transfert d'un gel 
d'électrophorèse (Western Blot) et d'autre part par la technique de la 
neutralisation de l'activité biologique par action d'anticorps spécifiques. 
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d'électrophorèse (Western Blot) et d'autre part par la technique de la 
neutralisation de l'activité biologique par acdon d'anticorps spécifiques. 

1 

11-1 Western Blot 
Les protéines de la partie 2 du pic hétérogène obtenu après 

DEAE-cellulose (Planche 2, fig.a) possédant l'activité antibactérienne, ont 
été soumises à une électrophorèse (SDS-PAGGE en milieu réducteur), puis 
transférées sur membrane d'Immobilon-p (Millipore). L'immunodétection 

a été réalisée à l'aide de l'anticorps monoclonal anti-MPII. Les résultats du 
Western Blot ont montré que la protéine purifiée, de masse moléculaire 
inférieure à 14,4 kDa et colorée au bleu de Coomassie, est immunoréactive 
avec l'anticorps anti-MPII (fig. 9). 

kDa 

94 ...... 

67 ...... 

45 ...... 
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20 ...... 

14.4 ..... 

a b c 

Figure 9. 
Analyse électrophorétique en milieu dénaturant 
(SOS en présence de ~-mercaptoéthanol) sur gel de 
polyacrylamide en gradient continu 5-25 % 
d'acrylamide. 

a - MPII. 
b - Partie 2 du pic obtenu après DEAE. 
c - Immunodétection, après transfert électrophoré­

tique de la partie 2 du pic obtenu après DEAE­
cellulose sur membrane de nitrocellulose, à l'aide 
de l'anticorps monoclonal anti-MPII. 

11-2 Neutralisation de l'activité antibactérienne par action 
d'anticorps. 
Les résultats obtenus en Western Blot ne fournissant qu'une 

donnée indicative sur la similitude des molécules, nous avons cherché à 
corréler l'activité antibactérienne et la neutralisation de celle-ci par l'action 
d'anticorps spécifiques. 



11-2.1 Neutralisation après immunoprécipitation à l'aide de 
l'anticorps polyclonal anti-MPII 

, - Immung.ru:écipitation 
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Une immunoprécipitation a été réalisée in vitro à l'aide de 
l'anticorps polyclonal dirigé contre la MPII ce qui permet l'élimination de 
la MPII du liquide cœlomique d'animaux immunisés. La suppression totale 
de la MPII du liquide cœlomique et la présence de celle-ci au niveau du 

complexe formé (protéine A-anti-MPII-MPII) ont été contrôlées par une 
électrophorèse (SOS PAGGE en milieu réducteur) suivie d'un Western 
Blot avec détection de la MPII en utilisant les anticorps polyclonaux an ti­

MPII. Ainsi, après l'immunoprécipitation du liquide cœlomique immunisé 
avec l'anticorps polyclonal anti-MPII, une bande inférieure à 14,4 kDa a 
été décelée après dissociation du complexe formé (Planche 3, fig. c) mais 
pas dans le cas du liquide cœlomique immunisé obtenu après immunopré­
cipitation en MPII, appelé liquide cœlomique immunisé immunosupprimé . 

- Détection de l'a_ctivité antibactérieone 

-Méthode de turbidimétrie 

L'activité antibactérienne du liquide cœlomique 
immunisé a été décelée avant et après immunoprécipitation. Les résultats 
(Planche. 3, fig. a) ont montré que le liquide cœlomique immunisé et 
immunosupprimé, additionné à une culture d'E. coli, n'a pas d'incidence sur 
la croissance des bactéries qui malgré une phase de latence plus longue, 

évolue de façon comparable à celle d'E. coli en présence de PBS. Ce 
résultat est très différent de celui obtenu avec le liquide cœlomique 

immunisé avant immunoprécipitation qui a montré une inhibition de la 
croissance de la culture d' E. coli (Planche. 3, fig. a). 

-Test de croissance sur gélose 
La perte de l'activité antibactérienne provoquée par la 

suppression de la MPII dans le liquide cœlomique immunisé a été contrô­
lée par le test d'inhibition de croissance sur milieu de culture gélosé 

(Planche 3, fig. b). Un disque antibactériogramme imbibé de liquide cœlo­
mique immunisé et immunosupprimé ne présente plus de zone d'inhibition 

de croissance d'E. coli, à l'inverse de celui imbibé de liquide coelomique 
immunisé. De même, il a été vérifié que l'anticorps polyclonal anti-MPII 



PLANCHE 3 

1 

Neutralisation de l'activité antibactérienne du liquide cœlomique p~r 
action de l'anticorps polyclonal dirigé contre la MPII. 

a- Courbes de croissance d'E. coli obtenues par la méthode de turbidimétrie en présence 

de 20 Jll de liquide cœlomique immunisé (1) ou de liquide cœlomique immunisé 

immunosupprimé en MP II (2) ou de 20 Jll de PBS (3). 

b- Test d'inhibition de croissance d'E. coli sur milieu de culture gélosé. Les disques 

antibactériograrnmes ont été imbibés de 20 J.ll de : 

1 : Liquide cœlomique non immunisé 

2 : Liquide cœlomique immunisé 

3 : Liquide cœlomique immunisé dilué (3/4) 

4 : Liquide cœlomique immunisé immunosupprimé en MP II 

5: Anticorps polyclonal anti-MP II 

6: PBS. 

Les boîtes sont incubées 8h à 37°C. 

c- Immunodétection après électrophorèse en milieu dénaturant (SOS en présence de ~­

mercaptoéthanol) sur gel de polyacrylamide en gradient 5-25 % d'acrylamide à 

l'aide de l'anticorps polyclonal anti-MP II. 

Piste a : Complexe formé après immunoprécipitation de la MP II du liquide cœlomique 

immunisé 

Piste b : Liquide cœlomique immunisé immunosupprimé en MPII. 
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ne provoque pas de modification de la croissance d' E. coli (Planche 3, 
fig. b). 

Nous avons vérifié qu'une immunoprécipitation du 
liquide cœlomique immunisé avec un autre anticorps que celui dirigé 
contre la MPII ne provoquait pas la disparition de l'activité antibactérienne 
initiale. Pour cela, l'anticorps monoclonal dirigé contre une protéine 
appelée G2 car contenue dans les G II a été utilisé. Dans ce cas, le liqvide 
cœlomique immunisé a gardé son activité antibactérienne (Planche 3, 
fig. b). 

Nous avons pu établir que la suppression de la MPII du 
liquide cœlomique immunisé provoque la disparition de l'activité 
antibactérienne initiale. 

11-2.2 Neutralisation de l'activité antibactérienne en présence de 
fer 
Des travaux récents sur la MPII (Demuynck et al., 1991, 

1992) ont permis d'établir que celle-ci présentait une identité de séquence 
sur les 33 premiers acides aminés du côté N-terminal avec la famille des 
Hémérythrines/Myohémérythrines de sipunculiens. Ces molé-cules sont 
des pigments respiratoires, protéines non hémiques capables de fixer le fer. 
Comme la protéine MPII présente des analogies avec cette famille et que 
ces protéines ont une affinité pour le fer, il était intéressant de voir si cette 
affinité n'était pas responsable de l'activité antibactérienne en captant dans 
le milieu le fer indispensable à la croissance des bactéries. Pour cela, 3 
types d'expériences, ayant pour but de modifier la teneur en fer du liquide 
cœlomique ou du milieu de culture, ont été réalisées : saturation en fer du 
liquide cœlomique immunisé ou du milieu de culture et épuisement en fer 
du milieu de culture. 

- Satu(ation en fer du ligl)ide cœlom.i.Q!Ie immunisé 
L'incubation du liquide cœlomique immunisé avec du 

fer, sous forme de sulfate ferreux en excès (2,5 mM en concentration 
finale, pH 7,4), entraîne une disparition de l'activité antibactérienne qui se 
traduit par l'absence de zone d'inhibition de croissance (fig. 10). Ce résultat 
est comparable à celui obtenu dans le cas du liquide cœlomique immunisé 
et immunosupprimé (Planche 3, fig. b). Des disques antibactériogrammes 
servant de contrôle sont imbibés d'une solution de sulfate ferreux (2,5 J11M, 

l-

I 



Figure 10: Test d'inhibition de croisance de E. coli sur gélose. 

Les disques antibactériogrammes ont été imbibés de 20 Jll de : 

1 : Liquide cœlomique immunisé 

2 : Liquide cœlomique immunisé additionné de fer 

3 : Liquide cœlomique immunosupprimé en MP II 

4 : Sulfate de fer, pH 7,4 

5 :Anticorps polyclonal anti-MP II 

6: PBS. 
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pH 7,4) ,ou de PBS ; on constate que ces solutions ne perturbent pas la 
croissance d' E. coli (fig. 1 0). 

! 

- Saturation en fer du milieu de culture 
L'expérience a consisté à ajouter au milieu de culture du 

fer en excès (en concentration finale 2,5 mM) et à étudier les répercussions 
sur l'activité antibactérienne initiale du liquide cœlomique après 
immunisation. Par la méthode de turbidimétrie, les résultats obtenus 
montrent que le liquide cœlomique n'a plus d'action sur la croissance d' E. 
coli (fig. II). Ce résultat est comparable à celui obtenu après saturation en 
fer du liquide cœlomique (fig. 1 0). 
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Figure 11. 

8 

Courbe de croissance d'E. coli en turbidimétrie en présence de 20 pl de liquide 
cœlomique immunisé (1 ), de fer 2,5 mM (2), de phénantroline 1 mM (3) ou de 
PBS (4). 

-Epuisement en fer du milieu d~ _ __culture 
Nous avons pu contrôler qu'un chélate ur du fer 

(la phénantroline) présentait une activité antibactérienne se traduisant par 
une zone d'inhibition de croissance (fig. II). Cette action résulte de 
l'épuisement artificiel en fer du milieu de culture ayant ainsi une 
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répercussion sur l'assimilation du fer nécessaire à la croissance des 
bactéries. Dans le cas où la phénantroline a été préalablement saturée en 

\ fer, les résultats ont montré la perte de son actiYité initiale. 
III- Conclusion 

Nous avons pu établir que la protection antibactérienne, induite dans 
le liquide cœ1omique après immunisation. est portée par une protéine de 
masse moléculaire inférieure à 14,4 kDa (ca 13.6 kDa) présentant des 
analogies chromatographiques et électrophorétiques avec la métallo­
protéine MPII. Ces analogies sont également de nature immunologique 
comme l'ont démontré l'utilisation du Western Blot et la neutralisation de 
l'activité antibactérienne à l'aide des anticorps spécifiques anti-MPII 
(polyclonal et monoclonal). Nous pouvons donc conclure que la protéine 
antibactérienne et la MPII semblent n'être qu·une seule et même molécule. 
Nous pouvons affirmer également que l'activité de la MPII est 
bactériostatique et utilise la complexation du fer comme mécanisme 
d'action. L'intervention du fer dans le mécanisme d~action est compatible 
avec l'homologie de séquence (61 % et 41 %d'identité), existant sur les 
33 premiers acides aminés du côté N-terminal de la MPII, avec 
respectivement la Myohémérythrine et l 'Hémérythrine du sipunculien 
Themiste pyroides (Klippenstein et al., 1976), homologie démontrée par 
Demuynck et al. (1991). 



Chapitre II 

Obtention et caractérisation de l'ADN 
complémentaire de la MPII. 
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Ponction du liquide cœlomique contenant les cellules libres 

Centrifugation à 3000 x g pour isoler les cellules 

Extraction des ARN totaux 
(lsothiocyanate de guanidium, coussin de chlorure de cesium) 

Synthèse des lers brins d'ADNe 
à partir d'un oligonucléotide 

poly dT 

Amplification par 
PCR d'un fragment 
d'ADNe à partir de 
2 oligonucléotides 
spécifiques de la 

MPII 

Amplification par 
PCR de l'extrémité 

5' de l'ADNe codant 
pour la MP II 

Synthèse d'un 1er brin d'ADNe: 
à partir d'un oligonucléotide de ! 

la MP II 

Synthèse d'une 
queue poly(A) en 3' 

~ 
Amplification par 
PCR de l'extrémité 

3' de l'ADNe codant 
pour la MP II 

Schéma 3: Principales étapes suivies pour l'obtention de l'ADN complémentaire 
codant pour la MP II en utilisant la méthode PCR. 
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Après avoir identifié la protéine à activité bactériostatique induite 
dans le liquide cœlomique lors d'injections d'une suspension d'E. coli 
faiblement concentrée ou de Cd comme étant la MPIL métalloprotéine 
capable de complexer le Cd, nous avons cherché à obtenir et à caractériser 
l'ADN complémentaire codant pour la MPII. Le génie génétique offre 
plusieurs méthodes d'obtention de l'ADNe. Notre choix s'est porté sur la 
méthode dite de la PCR (Polymerase Chain Reaction). Elle consiste en une 
amplification enzymatique à 1 'aide de la DNA polymérase de 
Thermophi/us aquaticus (Taq polymerase, Perkin-Elmer Cetus). Cette 
méthode présente l'avantage d'amplifier spécifiquement in vitro un grand 
nombre de copies d'une séquence définie d'ADN à partir 
d'oligonucléotides servant d'amorces. Dans le cas qui nous concerne, la 
méthode dite de la PCR était donc particulièrement adaptée puisque nous 
disposions d'éléments de séquence de la MPII i.e. la séquence N-terminale 
de 33 AA et un fragment interne non positionné de 33 AA. A partir de ces 
2 fragments de la MPII, des oligonucléotides spécifiques ont été réalisés et 
ils ont été utilisés comme amorces. De manière à réaliser le séquençage des 
fragments amplifiés, le clonage de ceux-ci a été réalisé. 

Les principales étapes utilisées pour l'obtention de l'ADNe codant la 
MPII sont résumées dans le schéma 3. 

1- Isolement et traduction des ARN cœlomiques 
Les ARN totaux des cellules libres du cœlome ont été isolés à l'aide de 

la technique classique utilisant l'isothiocyanate de guanidine et une 
séparation sur coussin de chlorure de césium. La qualité des ARN a été 
vérifiée en réalisant leur traduction in vitro en système acellulaire en lysat 
de réticulocytes de lapin en présence de méthionine-35S. L'identification 
des molécules de MPII traduites a été obtenue par détection de la 
méthionine-35S incorporée dans les protéines nouvellement élaborées et 
immunoprécipitées à l'aide de l'anticorps monoclonal anti-MPII. L'analyse 
électrophorétique (SDS-PAGGE en milieu réducteur) des produits traduits 
et immunoprécipités (fig. 12) a montré en fluorographie la présence d'un 
seul polypeptide immunoprécipité marqué (fig. 12, piste b) de masse 
moléculaire proche de 14 kDa. La spécificité de la traduction a été vérifiée 
en réalisant la même opération mais en remplaçant les ARN par de l'eau. 
Dans ce cas, l'analyse de la fluorographie n'a montré aucun produit 
immunoprécipitable. La traduction in vitro des ARN totaux a donc permis 
d'obtenir l'identification du précurseur de la MPII (polypeptide de 14 kDa) 
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et d'établir que les ARN isolés par la technique dïsothiocyanate de 
guanidium/CsCl contenaient le ou les ARN messager(s) codant la MPII. 

KDa 

94 ~ 

67 ~ 

45 ~ 

30 .... 

20 ~ 

14.4 ~ 

a b 

Figure 12. 
Traduction des ARNm , isolés à partir des cellules 
libres du cœlome, en lysat de réticulocytes de lapin 
en présence de méthionine- ·15S. Ruorographie 

a - Protéines traduites à partir des ARNm pol y A+. 
b .J.mmunoprécipitation des produits traduits à 

l'aide de l'anticorps monoclonal anti -MPII. 

Temps d'exposition: 15 jours. 

Les positions des standards de masse moléculaire 
sont figurées sur la gauche, celle du polypeptide 
immunoprécipité est indiquée par la flèche de droite. 

D- Obtention de l'ADNe codant la MPII par amplification génique 
(PCR) 

A partir des séquences d'acides aminés (AA) de la MPII connues : i.e. 
le fragment N-terminal de 33 AA (Demuynck et al., 1991) et le fragment 
interne de 33 AA (Demuynck, 1992), la synthèse de 2 oligonucléotides 
spécifiques a été réalisée en tenant compte de la dégénérescence du code 
génétique. Pour cette étude nous avons choisi de définir comme référence 
pour l'orientation de l'ADNe le brin non codant car les brins d'ADNe non 
codants ont servi de matrice pour les PCR. 

Les séquences des oligonucléotides synthétisés sont les suivantes: 

Oligonucléotide n°l :sens 

5'-CCC-GGG-TCT-AGA-GA(G,A)-CC(G,T,A,C)-TA(T,C)-AA(A,G)-TGG-GA(T,C)-GA-3' 
Ava 1 1 Xba 1 
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Oligonucléotide n°2 : antisens 

1 

5'-CCT -GCA-GAG-CTC -( A,G )AA-(G,A )TC-(C.T)TC-(G ,A HG-( C.T)TT -(C.T fiT -(C,T)TT -(G,A)TG-3' 
Pst 1 1 Sac 1 

Il est à noter que 2 sites de restriction (A va 1/Xba 1 et Pst 1/Sac 1) ont 

été ajoutés à 1 'extrémité 5' de chaque oligonucléotide ce qui a permis , dans 

la suite de l'étude , le clonage des fragments amplifiés. 

La localisation de ces oligonucléotides , par rapport à la séquence en 

AA de la MPIJ, est présentée ci-dessous: 

Fragment N-terminal de la MPII 

5 10 15 20 25 30 
G F E 1 P E P Y KW DE S F Q V F Y E K L D E EH KG 

A va 1 -Xba 1------------ ----------> 
F NA 1 F 

Fragment interne de la MPII 

L K ASASYGDFDSHKKKHEDFLAVIRGLGAPVPQ 
<---------------------------Sac 1-Pst 1 

Les 2 oligonucléotides spécifiques de la MPII, ainsi qu'un 
oligonucléotide poly d(T) 15 contenant aussi un site de restriction BamHl 

(synthétisé par Eurogentec), ont été utilisés dans les différentes 

amplifications. 

11-1 Amplification enzymatique d'un fragment d'ADNe de la 
MPII à partir d'oligonucléotides spécifiques 

Jl-1.1 Principe 

A partir des ARN totaux testés, les brins d.ADNc non 

codants ont été synthétisés en utilisant 1 'ol igonucléotide poly-d(T). 

L'amplification enzymatique par PCR a été réalisée à partir de ces brins 

servant de matrices et à l'aide des 2 oligonucléotides spécifiques de la 

MPII comme amorces. 

j 
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S'Jl---------------------------------------------------)l)l)l)l 3'()ll ARNm 
<'ITTT l 

oligo dT 
l-Synthèse des brins non 

3'()ll---------------------------------------------------TTTT S'Jl : 1 codants de l'ADNe à partir 
de l'oligo dT 

)l vai-Xbal-------> 
oligo l 

+ 
<-------Jlstl -Sa cl 
oligo 2 2-Amplification par PCR 

à l'aide des oligo 1 et 2 

)l val-X bal-------->-------------<-------Jlstl -Sa cl 3-Fragment amplifié 
double brin 

II -1.2 Amplification 
La température d'hybridation calculée selon la méthode 

décrite dans la partie Méthodes (page.58), est de 47°C. Les conditions 
d'amplification sont 30 cycles de : 

1 mn à 94°C 
1,5 mn à 47°C 
1,5 mn à 72°C 

et une étape d'élongation pendant 5 mn à 72°C 
L'analyse des produits de PCR en gel d'agarose 1,1 % et 

en tampon TEA, a permis de montrer l' amplification spécifique d'un 
fragment d'ADN dont la taille est proche de 250 pb (fig. 13). 

a b 

kb 

0.298 
0.220 

Figure 13. 
Electrophorèse en gel d'agarose 1% du produit 
d'amplication des ARNm totaux des cellules 
du cœlome en utilisant comme amorce à la 
PCR des oligonucléotides spécifiques de la 
MPII. 

a - 10 pl de la réaction de PCR. 
b- Echelle d'ADN 1 kb (GIBCO-BRL). 

La flèche sur la gauche indique la position du 
fragment amplifié. 
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Il- 1.3 Clonage 
l : 

De manière à pouvoir réaliser son séquençage, le fragment 
de 250 pb a été cloné en utilisant 1Ies deux sites de restriction (Xba I et 
Pst 1) introduits dans les amorces 

1
( 1 et i) et donc incorporés au fragment 

de 250 pb synthétisé par PCR. Ces deux sites sont utilisés comme sites 
d'insertion du fragment de 250 pb au niveau du polylinker du plasmide 
pUC 13 (voir Méthodes p 59) préalablement coupé par Xba 1 et Pst 1. 

pL'C-13 
(M13 mpll) 

1 
Hi nd III 

Polylinker du pUC 13 (M 13 mp Il) 

250 pb 

1 1 
Pstl 

1 

Sali BamHI 
Ace 1 Xbal 

Hinc H 

Il 
1 StiUl 1 Sst 1 
Xmal Eco RI 

Après l'étape de ligation (Méthodes p 60), la 
transformation du vecteur recombiné a été réalisée dans la souche 
bactérienne E. coli RR1 L\ M15 (RR 1, lac Z L\M 15, F' lac 1 q i\M15, pro 
A) (A TCC 351 02) par la méthode d'électroporation. 

Le clonage a été vérifié en réalisant des mini-préparations 
d'ADN plasmidique de bactéries recombinées. Après double digestion 
enzymatique par les enzymes de restriction Xba 1 et Pst 1 pour sortir 
l'insert, les résultats ont montré que l'on retrouve le fragment de 250 pb 
dans certains clones (fig. 14). 

1,01 

0.29 
0,22 

a b c 

Figure 14. 
Vérification du clonage du fragment de 250 pb 
dans le pUC 13 (sur gel d'agarose 1,1 % 
contenant du bromure d'éthidium) après 
digestion enzymatique (Xba I, Pst 1). 

a - Echelle d'ADN 1 kb (GIBCO-BRL). 
b- Plasmide pUC 13 non recombiné. 
c- Plasmide pUC 13 recombiné. 

La flèche de droite indique la position du 
fragment cloné dans le pUC 13. 

·1 
1 



) 

22 

11-1.4 \Spécificité du fragment amplifié 
La spécificité du fragment d'ADNe obtenu a été vérifiée. 

1 

d'une part en utilisant la technique d'arrêt de traduction par hybridation 
/ \ 

spécifique (Berger et Kimmel, 1987) et, d'autre part en réalisant le 
séquençage de ce fragment. 

-Arrêt .4~.1!1l_duct.ion 
Le principe est basé sur le fait que. dans une population 

d' ARNm. lorsqu'un ARNm spécifique est hybridé avec sa séquence 
d'ADNe, on obtient 1 'arrêt de la traduction du polypeptide correspondant. 
Cette méthode comprend, après hybridation, une traduction in vitro et une 
immunoprécipitation suivie de 1 'analyse éléctrophorétique et de la 
fluorographie correspondante du (ou des) produit(s) traduit(s) immuno­
précipitable(s). 

KDa 

94 ~ 
67 ~ 

45 ~ 

30 ~ 

20 ~ 

14.4 .... 

a b c d 

Figure 15. 
Arrêt de traduction des ARN isolés des 
cellules libres du cœlome, en lysat de 
réticulocytes de lapin en présence de 
méthionine-35S. 

a - Produits obtenus après arrêt de traduction 
des ARN totaux. 

b - Produits obtenus après arrêt de traduction 
dans le cas où la dénaturation de l'hybride 
(ARNm-fragment de 250 pb) est réalisée. 

c - Immunoprécipitation des produits obtenus 
en piste a à l'aide de l'anticorps mono­
clonal anti-MPII. 

d- Immunoprécipitation des produits obtenus 
en piste b à l'aide de l'anticorps mono­
clonal anti-MPII. 

La flèche de droite indique le polypeptide 
traduit et immunoprécipité. 

En utilisant cette méthode et l'anticorps polyclonal anti­
MPII, les résultats obtenus en fluorographie ont montré qu' à 42°C en 
présence de 50% de formamide, lorsque l'on hybride le fragment amplifié 
(250 pb) aux ARNm correspondants, contenus dans les ARN totaux, on 
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n'obtient aucun polypeptide traduit et immunoprécipité (fig. 15. piste c). 

Par contre initialement, un polypeptide de 14 kDa (fïg . 12) identifié à partir 
1

des ARN totaux comme étant le précurseur de la MPII est 

immunoprécipité. Si par dénaturation (100°C, 5 min). on déshybride le 

complexe formé (fragment 250 pb-ARNm spécifique) avant la traduction 

in vitro, on retrouve le polypeptide de 14 kDa (fig. 15. piste d) comme 

dans la traduction classique. 

On peut donc affirmer que le fragment de 250 pb est 

capable de bloquer la traduction de la MPIJ. 

- S~fl_V.~!lÇ.~~ 
Le séquençage du fragment d'ADNe de 250 pb a été 

réalisé en utilisant la "T7 DNA polymerase" et le nucléotide dATP marqué 

par le 35S. La séquence nucléotidique ainsi que la séquence déduite en 

acides aminés sont reportées dans la figure 16. 

L'analyse de la séquence des acides aminés, déduite de la 

séquence nucléotidique, montre que le fragment d'ADNe amplifié 

correspond à la séquence spécifique du 15ème au 73ème résidus de la MPII 

(en ne tenant pas compte des oligonucléotides utilisés). Ce fragment 

d'ADNe (228 pb: valeur ne tenant pas compte des sites de restriction) a 

été utilisé comme sonde spécifique dans la suite du travail et appelé sonde 

MPII. 

11-2 Amplification enzymatique permettant d'obtenir l'extrémité 5' 
de l'ADNe (brin non codant) de la MPII 

11-2.1 Principe 

Une amplification enzymatique par PCR a été réalisée en 

utilisant comme matrice les brins codant d'ADNe et comme amorces 

1 'oligo-nucléotide no 1 et 1 'oligonucléotide pol y d(T). Le principe 

d'obtention est schématisé ci -après : 



2-+ 

3' OH ______________ TITTI 5'P 1) 1 ers brin s d'ADNe 
(brins non codants) 

A'•a 1-Xbal---------> 
oligo D 0 l 

+ 

+ <---------- Barn ffi 
oligo dT 

2) Amplification par 
PCR à partir des 
oligo n° 1 et dT 

A va 1-Xba 1--------->---------------------------------<---------- Barn HI 3) Fragment amplifié 
(double brin) 

11-2.2 Amplification 
La température d'hybridation, calculée selon le principe 

décrit dans la partie Méthodes (p.58), est également de 47°C. Les 

conditions d'amplification sont 30 cycles de 

1 mn à 94°C 
1.5 mn à 47°C 
1.5 mn à 72°C 

et une étape d'élongation pendant 5 mn à 72°C. 
L'analyse des produits de PCR en gel d'agarose a révélé 

1 'amplification de plusieurs fragments (fig. 17) dont un , plus intense d'une 

ta ille voi sine de 900 pb (taille e stimée tenant compte des sites de 

restriction) , qui correspond au fragment d ' ADNe du transcrit allant du 
codon du 6ème AA à la queue polyA. 

kb 

2 ,036 .... 

1,636 ...... 

1 ,018 ...... 

0 ,517 .... 

a b 

Figure 17. 
Electrophorèse en gel d'agarose l % du produit 
d'amplication des ARNm totaux des cellules du 
cœlome en utili sant comme amorce à la PCR des 
olinucléotides n° 1 et dT. 

a- Echelle d'ADN 1 kb (GIBCO-BRL). 
b - 10 ]11 de la réaction de PCR. 

La flèche de droite indique la position du fragment 
amplifié majeur. 
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11.2.3 Clonage 
Le clonage a été réalisé en utilisant les deux sites de 

restriction (Xba 1 et Barn Hl) introduits dans les amorces (1 et Poly dT) et 
donc incorporés au fragment d'ADNe de 900 pb. Ces deux sites sont 
utilisés comme sites d'insertion dans le polylinker du plasmide pUC 13 
(voir partie Méthodes p.59). 

Polylinker du pUC 13 (M 13 mp 11) 

900pb 

Xba l"""' / ... ~~a-m_H_I ___ _ 
pUC-13 

(Ml3 mpll) 
ACGCCAAGCTTGGGCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGCGAGCTCGAATTCAC1G 

Hind Ill 
1 : 

Il 
1 Smal Sst 1 

.___ _ _,Barn H Î Xmal Eco RI 
Pst 1 

Sali 
Ace I XllilJ 

Hinc H 

La transformation du vecteur recombiné a été réalisée 
comme précédemment dans la souche bactérienne E. coli RRl ~ M15 en 
utilisant la méthode au CaClz (voir partie Méthodes p.) 

Le clonage a été vérifié en réalisant des mini-préparations 
d'ADN plasmidique des bactéries recombinées. 

kb 

a b c 

Figure 18. 
Vérification du clonage du fragment de 900 pb 
amplifié dans le pUC 13 (sur gel d'agarose 1,1 % 
contenant du bromure d'éthidium), après digestion 
enzymatique (Pst 1, Barn Hl). 

a - Echelle d'ADN du phage À digéré par Hind III et 
Eco RI. 

b - Plasmide non recombiné. 
c - Plasmide recombiné. 

La flèche de droite indique la position du fragment 
cloné. 

-----~1 
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Après double digestion enzymatique par les enzymes de 
restriction Xba 1 et Barn HI pour sortir l'insert, les résultats ont montré que 
l'on retrouve le fragment de 900 pb dans certains clones (fig. 18), les autres 
clones correspondant à des "faux positifs". 

11-2.4 Vérification de la spécificité du fragment amplifié. 

R" l"f" . " •t• - e.am.p_ tJcat.wn.sp.e.c.J tque 
Après purification du fragment de 900 pb (voir partie 

Méthodes p.58), celui-ci a servi de matrice pour une seconde PCR, en 
utilisant cette fois les 2 oligonucléotides spécifiques de la MPII ( oligo­
nucléotides n° 1 et n°2). 

Les résultats ont montré, après amplification, un fragment 
(fig. 19) migrant comme la sonde MPII. 

a b 

kb 

Figure 19. 
Réamplification spécifique à partir du fragment de 
900 pb amplifié en utilisant les deux oligonucléotides 
spécifiques de la MPII. (Séparation sur gel d'agarose 
1,1 %contenant du bromure d'éthidium). 

a - 10 J.Ll de la réaction de PCR. 
-r 1.018 b- Echelle d'ADN 1 kb (GffiCO-BRL). 

La flèche de gauche indique la position du fragment 
-r 0,517 amplifié. 

-r 0,298 
.... 0.220 



1 GAG-CCG·TAT-AAG·TGG-GAT-GAG-TCC-TTC-CAG-GTC-TTC-TAC·GAG-AAG-CTT·GAT·GAA· 54] 

2 GAG-CCG-TAT-AAG·TGG-GAT·GAG-TCC-TTC-CAG-GTC·TTC-TAC-GAG-AAG-CTT-GAT-GAA- 541 
1 

1 GAA-CAC-AAG-CAA-ATC-TTC-AAT-GCC-ATC-TTC-GCC-CTT-TGC-GGA-GGA·AAC·AAC-GCT-101 

2 GAA-CAC-AAG-CAA-ATC-TTC-AAT·GCC·ATC-TTC-GCC-CTT·TGC-GGA-GGA-AAC·AAC·GCT-10~ 

i 

1 GAC-AAC·CTG-AAG·TCT-CTC-GTT-GAC-GTC-ACT-GCC-AAC-CAC-TTC·GCC-GAT·GAG-GAG-16.2 
1 

2 GAC-AAC·CTG-AAG-TCT-CTC-GTT-GAC-GTC-ACT-GCC-AAC-CAC-TTC-GCC-GAT·GAG-GAG-16~ 

1 GCC-ATG·ATG·AAG-GCG-TCT·GGT-TCC-TAG-GGA-GAC-TTC-GAT·TCC-CAC-AAG-AAG-AAG-21~ 

2 GCC-ATG·ATG-AAG-GCG-TCT-GGT-TCC-TAG-GGA-GAC·TTC·GAT-TCC-CAC·AAG-AAG-AAG-21~ 

1 CAC-GAG-GAC-TTC 

2-CAC-GAG·GAC-TTC-TTG-GCT-GCT-ATC-CGT-GGC-GGA·GCC- 25 

Figure 21 : Séquence nucléotidique du fragment amplifié à partir des deux oligonucléotides spécifiques de 

la MPII (ligne 1) et séquence des 250 premiers nucléotides du fragment de 900 pb (ligne 2). 
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- l:Lv..9ri9.~J.i_ç_n .. ~Y.~ç_ .. ! .~ ... $.9.D.9.~ ... M .. P..U. 
Après clonage dans le pUC 13, l'étude en Southern Blot a 

montré que le plasmide recombiné contenant la bande 900 pb est reconnu 
par hybridation avec la sonde M Pli (fig. 20, piste a) , tout comme le 

fragment de 900 pb obtenu après digestion et purification (fig. 20, piste b ). 

a b 

Figure 20. 
Hybridation du fragment de 900 pb amplifié 
tran sféré sur membrane d'lmmobilon M+ en utili­
sant la sonde MPII marquée au 32p, 

a - Plasmide recombiné contenant le fragment de 
900 pb amplifié. 

b- Fragment de 900 pb purifié. 

La flèche indique la position du fragment cloné 
reconnu par la sonde. 

- .Ség.uençag~gJJi§.l 

Le séquençage partiel des 255 premiers nucléotides de ce 
fragment de 900 pb a montré une homologie parfaite avec la séquence de 
la sonde MPII (228 pb codant du J3ème au 78ème sans tenir compte des 

amorces) (fig. 21 ). 
Ces résultats permettent donc de conclure que le fragment 

de 900 pb d'ADNe correspond bien à l'extrémité 5' du transcrit de la MPII. 

11-3 Amplification enzymatique permettant d'obtenir l'extrémité 
3' de l'ADNe de la MPII (brin non codant) 

11-3.1 Principe 
A partir des ARNm extraits de l'ensemble des cellules du 

cœlome, il a été réalisé les brins non codants d'ADNe obtenus à partir de 

l'oligonucléotide n°2 utilisé comme amorce. A ce brin, une queue poly(A) 
a été additionnée en position 3'. Une amplification enzymatique a été 
ensuite réalisée en utilisant comme matrice ces brins d'ADNe et comme 
amorces l'oligonucléotide n°2 et l'oligonucléotide poly d(T). 
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Le principe d'obtention de l'extrémité 3' de l'ADNe de la 
MPII est schématisé ci-dessous : 

5'P ______________ ~AAAAAA3'()H ARN rn 

+ 

non 

oligo n°2 

3'{}11---------------------------------~-----------

J'()IIAAA-------------------------------------------

Barn ID-----> 

oligo dT 

+ 

+ ~----------- Sac 1-Pst 1 

oligo n°2 

Barn ID ------>----------------------------~---------- Sac 1-Pst 1 

II-3.2 Amplification 

Synthèse d'un 1er brin 

codant d'ADNe à partir 

de l'oligonucléotide n°2 

Synthèse d'une queue 

polyA en 3' 

Amplification par PCR 

à partir des oligo dT 

et n°2 

Fagment amplifié 

(double brin) 

La température d'hybridation, calculée en tenant compte 
uniquement de l'oligonucléotide n°2, est donc de 47°C. Les conditions 
d'amplification sont 30 cycles de 

1 mn à 94°C 
1,5 mn à 47°C 
1,5 mn à 72°C 

et une étape d'élongation pendant 5 mn à 72°C 

L'analyse électrophorétique des produits amplifiés a montré 
l'obtention, non pas d'un fragment unique, mais d'un ensemble de 
fragments dont les tailles sont estimées proches de 350 pb (fig. 22, 
piste c). Ce résultat peut s'expliq-uer par le fait que l'on ne maîtrise pas le 
nombre d'adénines additionnées par la terminale transférase (TdT), pour 
réaliser la queue artificielle poly (A) en 3'. 



kb 

0,947 ...... 
0,831 ...... 

a b c d e 

Figure 22. 
Amplification de l'extrémité 3' du brin 
non codant de l'ADNe de la MPII. 
(Séparation sur gel d'agarose 1, 1 % 
contenant du bromure d'éthidium) . 

a -Echelle d'ADN du phage J.... digéré 
par Hind Ill et Eco RI. 

b -Sonde MPII (témoin) amplifiée par 
PCR. 

c- 10 pl de la réaction d'amplification. 
d - Réamplification spécifique à partir 

du résultat au niveau de la piste c en 
utilisant les 2 oligonucléotides spéci­
fiques de la MPII 

e -Echelle d'ADN du pBR328 digéré 
par Haelll 

II-3.3 Spécificité de la zone amplifiée par PCR 

- Réamplification spécifique 

La technique a été la même que celle utilisée prece­
demment pour le fragment de 900 pb. Elle consiste en la purification des 
fragments obtenus et en la réalisation d'une amplification au moyen des 
oligonucléotides no 1 et n°2 utilisés comme amorces pour la PCR. 

L'analyse du résultat de PCR montre 1 'amplification d'un 
fragment migrant (fig. 22, piste d) au même niveau que la sonde MPII de 

250 pb (fig. 22, piste b). L'ensemble des fragments, dont les tailles sont 
proche de 350 pb, est capable d'amplifier un fragment de 250 pb à partir 
des oligonucléotides spécifiques utili sés pour 1 'amplification de la sonde 
MPII. 

-: Hybridation avec la sonde de 250 pb 
L'étude en Southern Blot a montré que cet ensemble de 

fragments (dont la longueur est proche de 350 pb) a été reconnu par la 
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sonde MPIL cc qui confirme le résultat de l'expé rience de réam_Riification 
l 

(fig. 23). 

-

a b 

Figure 23. 
Hybridation de la zone 350 pb amplifiée transférée 
sur membrane d'Immobilon Pen utilisant la sonde 
MPII marquée au 32p. Ruorographie 

a - Les fragments , dont les tailles sont voisines. de 
350 pb, sont indiqués par la grande flèche La 
petite flèche indique la position des oligonu­
cléotides non incorporés. 

b- Sonde MPII (témoin) indiquée par la flèche de 
droite. 

Nous pouvons donc supposer que cette zone d'ADNe 

amplifiée correspond à l'extrémité 3' du transcrit de la MPII. Cependant 

seul le séquençage d'un ou de plusieurs de ces fragments pourra confirmer 

cette hypothèse. 

Ill Corrélation entre l'ADNe amplifié et le ou les ARNm codant la 
MPII 

Ill-1 Reconstruction de l'ADNe du transcrit de la MPII 
Les résultats des 3 amplifications enzymatiques à partir des 

3 oligonucléotidcs [1, 2, ct l'oligo d(T)] ont permis d'obtenir des fragments 

d'ADN spécifique de l'ARNm codant la MPII sous forme de 3 fragments 

schématisés ci-dessous : 

J'OH TTTTTTS' P --------------------------------

A val-X bal -------->-------------<-------Sac 1-Pstl 

250pb 

A va 1-Xba 1------->---------------------------------------<---------- Barn HI 

900pb 

Barn HI------>---------------------------------<-------Sac 1-Pst 1 

350pb 

lers brins 

d'ADNe 
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Les valeurs estimées d'après la mig~atÏOfl sur gel d'agarose des 
différents fragments permettent de déduire que la longueur de l'ARNm 
spécifique de la MPII est proche de 1000 pb. 1 

' \ 

111-2 Détection du ou des ARNm codant la MPII 
Nous avons également recherché en Northern Blot la taille de 

l'ARNm codant la MPII. L'analyse du Northern Blot, après hybridation 
entre la sonde MPII marquée au p32 et les ARN totaux isolés des cellules 
libres du cœlome, a permis d'identifier une seule bande correspondant à 
1 'ARNm spécifique de la MPII. La taille de cet ARNm, qui migre 
légèrement plus loin que l'ARN 18S, peut être évaluée à environ 1 Kb 
(fig. 24). Cette longueur est compatible avec celle de l'ADNe reconstruit à 
partir des 3 fragments obtenus par PCR. 

2as.-

1as.-

IV- Conclusion 

Figure 24. 
Analyse en Northem Blot des ARN totaux 
extraits à partir des cellules libres du cœlome. 
1 jlg d'ARN a été déposé sur le gel et hybridé 
avec la sonde MPII marquée au 32p, 

Les pointes de flèches situent les ARN 18S et 
28S. La petite flèche indique la position de 
l'ARN détecté. 

L'étude relatée dans ce chapitre a été rendue possible grâce au 
laboratoire de "Génie Génétique et de Biologie Moléculaire" dirigé par le 
Pr J. Martial de l'université de Liège (Belgique), où nous avons effectué 
une partie des manipulations. 

Dans cette étude nous avons effectué la synthèse de 1 'ADNe codant la 
MPII en utilisant la méthode d'amplification enzymatique dite de PCR à 



1 ) . ~~ l _'___L_______. 

l 

1 5 JO 15 20 25 30 35 40 45 
l EPYKWDESFQVFYEKLDEEHKQI F N A 1 F A L C G G N N A D N L K 
2 G F E I PEPYKW D ES F QVFYEKLDEEHKQI F N A 1 F - - - - - - - -
3GFEVPEPFKW D E SF QVFYDKLDEEHKQI F N A 1 F A L G G G N N A D N L K 
4 G T E 1 PEP Y V W D ES F R V FYE Q L DE EH K K 1 F KG 1 F C D 1 R D N S A P N L A 
5 G F P I PD P Y G W D P S F R TF YS 1 1 D DE H KT L F N G 1 F H L A 1 D D N A D N L G 
6 G F P I PD P Y V W D P S F R TF YS 1 I DDEHKTLFNGI F H L A 1 D D N A D N L G 
7 G F P 1 PDPYCWDI S FRTFYTI VDDE!!KTLFNGI L L L S Q A D N A D N L N 

50 55 60 65 70 75 80 85 
1 s L V D V T A N H P A D E E A M M K A S A S y - G D F D S HKKK!i.J;;DF -
2 - - - - - - - - - - - - - - - - L K A S A S y - GDF D S HKKKHEDFLAVI 
3 K M 1 D V T A N H F A D E E A M M L A S A A Y K S E H P GHKKKHEDFLAVI 
4T LV K VT T N HF THE E AM MD A- A K Y - SEVVPHKKMHKDFLEKI 
SEL R R CT G K HF LN Q EV LM Q AS - Q y - QFYDEHKKAHEEFI R A L 
6E L R R C T G K HF LN E Q V LM Q AS - Q y - Q F Y D E H K K E H E G F 1 H A L 
7E L R R CT G K HF LN J;; Q Q LM Q AS - Q y - AGYAEHKKAHDDFI H K L 

90 95 
1 - - - - - - - - - - 1 : Séquence déduite du fragment d'ADNe codant la MPII de N.Jiversicolor 
2RGLGAPVPQD 2: Fragment N terminal et fragment interne de la MPII de N.diversicolor 
3 R G L S A P V P N D 3 : Myohémérythrine de N.diversico/or 
4 G G L S A P V D A K 4 : Myohémérythrine de Themiste pyroides (sipunculien) 
5DNWKGDVK- - 5: Hémérythrine de Themiste pyroide.\ (sipunculien) 
6DNWKGDVK- - 6: Hémérythrine de Pha.w:olopsis Mouldii (sipunculien) 
7DTWDGDVT- - 7 : Hémérythrine de Themisle dyscritum (sipunculien) 

Figure 26: Représentation schématique des homologies de séquence entre la MPII et la famille des Hémérythrines/Myohémérythrines. 

p 
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partir de trois oligonucléoqdes (l'un du 6ème au 14ème AA du côté 
N-terminal, l'autre interne et le dernier contenant l'oligo dT) utilisés 
comme amorces et des premied brins, d'ADNe (brins non codants) obtenus 

1 ' 

à partir des ARNm de l'ensemble des cellules libres du cœlome de N. 
diversicolor. 

La taille de cet ADNe codant la MPII a été déduite à partir des trois 
fragments amplifiés et estimée à une valeur proche de l kb. 

L'étude en Northern Blot des ARNm isolés des cellules libres du 
cœlome a montré l'existence d'un seul type d'ARNm spécifique pour la 
MPII dont la taille est compatible avec celle obtenue par reconstruction de 
l'ADNe. De même, les résultats de traduction in vitro ont permis de mettre 
en évidence la présence d'un précurseur de 14 kDa pour la MPII. La 
différe'nce de taille pourrait être due à la présence d'un peptide signal 
puisque la MPII est une protéine libérée dans le milieu extracellulaire. En 
ce qui concerne la structure de I'ARNm de la MPII, une partie non codante 
très importante peut être suspectée, puisque la longueur de la partie 
codante de 1 'ARN rn d'une protéine de 119 AA est estimée à 357 pb. 

L'analyse de la séquence en acides aminés établie à partir de l'ADNe 
obtenu a permis de confirmer l'homologie de séquence observée 
(Demuynck et al., 1991) entre la MPII et la famille des Hémérythrines/ 
Myohémérythrines des sipunculiens (fig. 25). De plus, l'analyse de la 
séquence nucléotidique permet de retrouver les acides aminés (25-H, 54-H, 
58-E, 74-H 78-H) impliqués dans la fixation du fer, chez les sipunculiens 
Ce résultat est à mettre en relation avec la capacité de la MPII à fixer le fer, 
(voir chapitre 1), propriété qui lui confèrerait son activité antibactérienne. 



\ 

Chapitre III 

Expression de la protéine MPII. 
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La protéine antibactérienne induite dans le milieu intérieur de 
N . diversicolor après injection d'une suspension bactérienne a été identifiée 
comme étant la métalloprotéine MPIT (chapitre 1). Dans le chapitre présent 
(lll), après avoir caractérisé la réponse antibactérienne, nous nous sommes 
intéressés aux modalités de l'expression de cette protéine. Dans un premier 
temps, la localisation des cellules spécifiques de la transcription et de la 
traduction de cette MPIT a été envisagée. Pour cette étude, nous disposions 
en effect d'une sonde d'ADNe complémentaire du transcrit codant la MPIT 
obtenue précédemment (chapitre Il) . Dans un second temps, la 
modification éventuelle de l'expression de cette protéine, notamment à la 
suite d'un stress bactérien, a été abordée. 

1- Réponse au stress bactérien impliquant la MPD 
L'injection d'E. coli dans le cœlome de N. diversicolor provoque 

l'apparition d'une protection antibactérienne due à la présence de la MP II 
dans le liquide cœlomique. Nous relaterons ici les études relatives à la 
caractérisation de la réponse antibactérienne impliquant la MPII : 
libération, cinétique de libération et synthèse de la MPIT. 

1-1 Libération de la MP TI en réponse au stress 
L'activité antibactérienne du liquide cœlomique de vers ayant été 

injectés avec des suspensions d'E. coli de diverses concentrations a été 
estimée sur test d'inhibition de croissance de M. kristinae sur milieu de 
culture gélosé 24 heures après l'immunisation. Les résultats obtenus sont 
présentés sur la figure 26. 

Figure 26. 
Test d'inhibition de croissance, sur 
milieu de culture gélosé, de 
M. Kristinae . Les disques antibacté­
riograrnmes neutres sont imbibés avec 
20 J..Ll de liquide cœlornique d'animaux 
immunisés avec un nombre variable 
d'E. coli : 
1 : 2 x 106 bactéries/ml 
2 : 4 x 1 Q6 bactéries/ml 
3 : 8 x 106 bactéries/ml 
4 : 1,6 x 107 bactéries/ml 
5:0 (H20) 
6 : 2 x 107 bactéries/ml (DL 50). 
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On observe que la zone d'inhibition de croissance de M. kristinae 
augmente de façon proportionnelle à la concentration des bactéries 
injectées dans le cœlome, ceci jusqu'à une concentration de 1 ,6x 107 
bactéries. Cette dernière correspond à la dose léthale 50 (DL 50) qui 
provoque la mort de la moitié des animaux immunisés. 

Parallèlement, le dosage du taux de MP II dans le liquide 
cœlomique a été effectué par le test ELISA en utilisant l'anticorps 
monoclonal anti-MP Il. Les résultats montrent qu'une augmentation de la 
concentration en bactéries entraîne celle de la MP II présente dans le 
liquide cœlomique (fig. 27). Ce fait est compatible avec l'augmentation de 
l'activité antibactérienne précédemment observée . 

3 -u 
~ -:s. 
§2 ---2 

;: 1 ---~ 
2 
o~-----r------r-----~----~----~ 

0 2 4 6 8 10 
Nb de bactéries injectées par ver (xlO ) 

Figure 27. Evolution du taux de MPII dans le liquide cœlomique immunisé (LCI) en 
fonction du nombre d' E. coli injectées par ver. Après 24 heures 
d'immunisation. Le dosage de la MPII est réalisé par test ELISA à l'aide de 
l'anticorps monoclonal anti-MPII. Le taux de MPII est estimé par rapport à 
une gamme étalon obtenue à partir de la MPII purifiée par Demuynck 
(1991 ). 

Une corrélation a pu être établie entre le nombre de bactéries 
injectées et le taux de MP II décelé dans le liquide cœlomique 24 heures 
après l'immunisation et ceci pour des concentrations inférieures à la DL 
50. 
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1~2 Cinétique de la libération de la MPII 
La concentration de MP II présente dans le liquide cœlomique 

après immunisation a été estimée en ELISA à différents temps après 
l'injection d'E. coli ou deVibrio alginolyticus, ou à la suite d'une simple 
piqûre. 

100 

-u 
.....l 80 -::1. 

§ 60 
1 ---.. 

~ 40 ---~ 20 
lJ 

o~----------~------------~--~ 

0 10 20 
Heures suivant le stress 

Figure 28 Cinétique de la libération de la MPII (dosée en ELISA à l'aide de 
l'anticorps monoclonal anti-MPII) par rapport à une concentration 
identique en protéine à la suite soit de l'injection d'une suspension d' E. 
coli (1), V. aiginoiyticus (2) ou soit après une simple piqûre (3). Le taux 
de MPII présente dans le liquide cœlomique immunisé (LCI) est estimé 
par rapport à une gamme étalon établie à partir de la MPII purifiée 
(Demuynck, 1991). 

Les résultats obtenus (fig. 28) sont les suivants : 
- Dans le cas de l'injection d'E. coli, le taux de MP II quintuple entre 1 et 

3 heures après le stress. De plus, 24 heures après l'injection, ce taux est 
toujours supérieur au taux initial, ce qui est compatible avec les résultats 
précédents. 

- Dans le cas de l'injection de V. alginolyticus, la même évolution est 
constatée mais avec cependant un maximum plus faible que celui obtenu 
avec E. coli. 

- Dans le cas d'une simple piqûre, une légère augmentation du taux de 
MP II est également observée. 
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Figure 29A 
Analyse électrophorétique en milieu déna­
turant (SOS en présence de ~-mercapto ­
éthanol) sur gel de polyacrylamide en 
gradient continu 5-25% d'acrylamide. 

a - Liquide cœlornique immunisé (LCI*) 
b - MPII contenue dans (a) immunopréci­

pitée à l'aide de l'anticorps polyclonal 
correspondants 

c - Protéines totales des cœlomocytes 
d - MPII contenue dans les cœlomocytes 

(c) immunoprécipitée à l'aide de l'anti­
corps polyclonal correspondant 

e - Standards de masse moléculaire 
(flèches) 

f - MPIT purifiée par Demuynck (1991) 

a b c d 

• 

Figure 29B 
Analyse en fluorographie des protéines 
nouvellement synthétisées au cours du 
marquage métabolique in vivo (24 h) en 
présence de leucine3H et séparées en élec­
trophorèse (29A) 

a - Liquide cœlomique (LCI*) 
b - MPII immunoprécipitée de (a) 
c - Protéines totales contenues dans les 

cœlomocytes 
d - MPII immunoprécipitée contenues dans 

les cœlomocytes 

Temps d'exposition : 15 jours. 
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Ces résultats montrent donc une libération rapide de la MPII dans 
l 

le milieu intérieur après l'injection de bactéries ou après une simple piqûre. 
1 

1-3 Synthèse de la MPII 
Dans ce chapitre est relaté une étude antérieure réalisée après la 

purification de la protéine antibactérienne : l'étude de la synthèse de la 
MPII. Au cours de celle-ci, les variations éventuelles de la synthèse de la 
MPII ont été étudiées après incorporation d'un précurseur radioactif la 
leucine tritiée (Leu_3H). Ces expériences ont été réalisées aussi bien in 
vivo qu'in vitro. 

-ln vivo 
*Protocole expérimental 

Simultanément à l'injection de bactéries, la Leu-3H 
( 1,2 MBq/ver) est introduite dans la cavité cœlomique afin de rechercher 
les protéines nouvellement synthétisées. Après 24 heures d'incorporation, 
l'analyse des protéines du liquide cœlomique et de celles contenues dans 
les cellules cœlomiques a été réalisée par électrophorèse en milieu 
dénaturant (SOS en présence de B-mercaptoéthanol), suivie d'une 
fi uorographie. 

*Les résultats suivants ont été obtenus: 

- A partir des protéines du liquide coelomique (fig. 29A, piste a), il a été 
retrouvé de la MPII, immunoprécipitée à l'aide de l'anticorps 
monoclonal spécifique (fig. 29A, piste b). Par contre, la fluorographie 
correspondante ne montre pas de marquage de la MPII 
immunoprécipitée (fig. 29B, piste b) ni des protéines du liquide 
cœlomique (fig. 298, piste a). 

Dans le contenu des cœlomocytes (obtenus après élimination des 
produits génitaux sur tamis à mailles de 37 pm), la MPII immuno­
précipitée et colorée par le bleu de Coomassie (fig. 29A, piste d), ne révèle 
pas de radioactivité (fig. 29B, piste d). Le marquage, bien que faible, de 
1 'ensemble des protéines cœlomiques montre que l'incorporation du 
précurseur s'est effectivement produite. 

-ln vitro 
Etant donné les difficultés d'obtention de résultats significatifs 

in vivo, une étude radioautographique en présence de Leu_3H, a été 
entreprise in vitro. Pour cette étude, des cultures de cœlomocytes obtenus 

L 
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après élimination des produits génitaux sur tamis, on~ été ~ffectuées. Lors 
de la mise en culture nous avons été confrontés à des problèmes de 
libération non spécifique de protéines (fig. 30) résultant! de l'~dhérence des 

1 

cellules sur le support mais également à des problèmes d'agrégation des 
cellules entre elles. L'analyse du milieu de culture renouvelé tous les trois 
jours montre une diminution du taux des protéines libérées après 6 jours de 
culture (fig. 30). 

• b c d 

*Protocole expérimental 

Figure 30. 
Analyse électrophorétique en milieu dénatu-

rant (SDS en présence de ~-mercaptoéthanol) 
sur gel de polyacrylamide en gradient continu 
5-25% des milieux de culture des cœlomo­
cytes, effectuée à chaque renouvellement (tous 
les 3 jours). 

a - 1er renouvellement 
b- 2ème renouvellement 
c - 3ème renouvellement 
d - 4ème renouvellement . 

Après 6 jours de mise en culture en présence de Leu-3H, une 
dégranulation est provoquée par addition de lipopolysaccharides (LPS) à 
une dose de 50 }lg par culture. Le protocole de l'expérience est résumé 
dans le schéma suivant. 
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Mise en 
culture des Changement Changement 
cœlomocytes de milieu de milieu 

f t t 
0 3 6~ 7 Analyse 

1 1 1 
* * * * du milieu 

L... ________ ..... _________ .~... ___ ___._"""""'-dd de culture 

*Résultats 

LeucLH i 
Action 
duLPS 

L'analyse des protéines libérées dans le milieu de culture montre la 
présence de MPIT (fig. 31A, piste b) qui n'est pas détectée en fluorographie 
(fig. 31B, piste b) . Un marquage , quoique faible , est observé sur 
l'ensemble des protéines cœlomiques, ce qui permet d'affirmer que 
l'incorporation du précurseur s'est effectivement produite (fig . 31B, 
piste a). 

kDa 

94 ~ 

67 

45 -
,.,. 

30 
. ... 

20 ~ 
144 

a b 

a b 

Figure 31A . 
. nalyse électrophorétique en milieu dénatu­
mt (SOS en présence de ~ -mercaptoéthanol) 
Jr gel de polyacrylamide en gradient continu 
-25 %de milieu de culture après l'expérience 
'incorporation de Leu-3H in vitro et l'indue­
on d'une dégranulation par les LPS. 

- Protéines totales du milieu de culture 
- MPII obtenue après immunoprécipitation à 

l'aide des anticorps polyclonaux corres­
pondants 

Figure 31B. 
Analyse en fluorographie au niveau des 
pistes a et b de la figure 31 A des protéines 
ayant incorporé de la leucine-3H lors de 
l'expérience de marquage radioactif et de 
dégranulation spécifique. 

Temps d'exposition : 15 jours. 
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Les difficultés liées aux problèmes de libération et de visualisation 
de la synthèse de la MPII nous ont amenés à envisager cette étude, non 
plus au niveau de la détection et de la quantification de la MPII 
nouvellement synthétisée, mais au niveau de l'expression du gène codant la 
MPII. Dans ce cas, ce sont les ARNm qui sont détectés. 

ll- Etude de l'expression du gène de la MPII 
Sur des tissus fixés, congelés et coupés au cryostat, les réactions 

d'hybridation ont été réalisées en utilisant comme sonde le fragment 
d'ADNe de 250 pb, appelé sonde MPII, obtenu par la méthode PCR. La 
sonde MPII a été marquée soit au 35S, soit à la digoxigénine. 

ll-1 Localisation des ceHules exprimant le gène de la MPII 
Les études relatives à la détermination du site de synthèse de la 

MPII ont été effectuées sur des animaux non immunisés. 

11-1.1 Localisation en hybridation in situ des cellules contenant 
l'ARNm codant la MPII 
L'examen microscopique de coupes de métamères ayant 

subi la technique d'hybridation in situ en utilisant la sonde MPII marquée 
soit au 35S soit à la digoxigénine à révélé la présence d'un marquage au 
niveau d'un massif cellulaire d'une taille est supérieure à 200 Jlm qui 
semble être libre dans le cœlome (Planche 4, fig. b; Planche 5, fig. c). Par 
contre, aucun signal n'a été détecté dans les G 1 libres dans le cœlome 
(Planche 4, fig. c) et dans les G 1 localisés autour du massif cellulaire 
(Planche 4, fig. b). De plus, il a été observé un marquage mais cette fois 
uniquement avec la sonde radioactive au niveau des muscles obliques et 
longitudinaux situés de part et d'autre de la chaîne nerveuse (Planche 5, 
figs a et b) 

En résumé, nous avons pu déceler deux sites distincts 
contenant les ARNm spécifiques de la MPII : l'un au niveau d'un massif 
cellulaire situé dans la cavité cœlomique, l'autre dans la musculature. Par 
contre, les G 1 qui avaient été initialement identifiés comme étant le lieu de 
synthèse de la MPII (Porchet-Henneré, 1987) ne semblent pas contenir 
d'ARNm spécifiques de la MPII. 



PLANCHE4 

Détection en hybridation in situ des cellules exprimant I'ARNm codant 
la MPII sur coupes histologiques transversales de métamères de 

N. diversicolor à l'aide de la sonde MPII marquée au 35S. 
Coloration au bleu Azur (1 %o) 

a : Massif (M) hybridé. 

b: Détail de la photographie (a) montrant le massif cellulaire (M) 
hybridé. Noter que les granulocytes de type 1 (G 0, localisés 
autour du massif, ne sont pas hybridés. 

c : Granulocytes de type 1 (G 1), libres dans le cœlome, non hybridés. 

Barres d'échelle: 20J.1m 
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PLANCHES 

Détection en hybridation in situ des cellules exprimant l' ARNm codant 
la MPII sur coupes histologiques transversales de métamères de 

N. diversicolor à l'aide de la sonde MPII marquée 
soit au 35S (figs.a et b) soit à la digoxigénine (fig.c). 

Coloration au bleu Azur (l%o) (figs.a et b) 

a et b: Noter la présence de grains d'argent au niveau des 
muscles longitudinaux (ml, fig a) et des muscles obliques 
(mo, fig b). 

c Observer le marquage d'un massif cellulaire M (flèche) 
libre dans le cœlome . 

d Coupe histologique à un niveau voisin de celui de la 
coupe précedente (c) mais non traitée en hybridation 

in situ. 
t.d ; tube digestif. 

Barres d'échelle : 20j.tm 
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11-1.2 Localisation par immunocytochimie des cellules contenant 

la MPII 

1 Si les études de Porchet-Henneré et al., ( 1987) avaient 
1 

montré que les G 1 contenaient la MPII, elles n'avaient pas révélé 
d'immunomarquage au niveau des massifs cellulaires que nous avons mis 
en évidence en hybridation in situ. Etant donné la difficulté, peut-être en 
raison de leur rareté, à repérer ces massifs sur des coupes histologiques 
nous avons repris l'étude de la localisation de la MPII en immuno­
cytochimie en nous attachant à rechercher les massifs cellulaires 
préalablement détectés par hybridation in situ. Un immunomarquage a été 
obtenu au niveau de ces massifs et notamment à leur périphérie (planche 6, 
fig a), ainsi qu'au niveau des G 1 localisés autour du massif (planche 6, 
fig b) et des G 1 libres dans Je cœlome (planche 6, fig c). 

II -.2 Expression du gène de la MPII après une agression 
bactérienne 
La détection des ARNm codant la MPII à la suite d'un stress 

bactérien a été abordée soit en hybridation in situ, soit après extraction des 
A RN m. 

11-2.1 Détection par la technique d'hybridation in situ 
De manière à obtenir une concentration plus élevée en G 1, 

l'expérimentation a été réalisée sur des coupes de culot de cœlomocytes 
obtenus à différents temps (3, 6, 18 et 24 heures après l'injection d'E. coli 
dans le milieu intérieur). L'analyse des coupes, après révélation des 
hybridations avec la sonde MPII radioactive, n'a montré aucun signal 
d'hybridation au niveau G 1 (Planche 7). 

Les G 1 qui contiennent des granules de MPII, ne 
présentent donc pas d'ARNm spécifique de la MPII et ceci même à la suite 
d'un stress bactérien provoquant la libération de la MPII dans Je milieu 
intérieur. 

11-2.2 Détection par la technique du Dot Blot 
Nous avons envisagé la possibilité d'une stimulation de la 

synthèse de la MPII avec une activation directe au niveau de la zone 
spécifiquement marquée précédemment. Cette étude a été abordee en Dot 
Blot vu les difficultés d'obtention de coupes histologiques passant par Je 
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PLANCHE7 

Absence de signal en hybridation in situ ,en utilisant la sonde MPII 
marquée au 35S, au niveau des granulocytes de type I (G I) sur des 

coupes de culot de cœlomocytes deN. diversicolor obtenus 
à différents temps (figs a : 3h; b : 6h; c : 18h; d : 24h) 

après un stress bactérien. 

Coloration au bleu Azur (1 %a) 
Barres d'échelle: 20jlm 
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massif cellulaire détecté en hybridation in situ et en immunocytochimie 
avec l'anticorps anti-MPII. 

Après extraction des ARNm des cellules libres du cœlome 
à l'aide d'un kit de micro-purification d'ARNm, une légère diminution du 
taux d'ARNm spécifique a pu être démontrée dans les premières heures 
suivant le stress bactérien (fig 32). Cette diminution est suivie d'une 
augmentation significative 24 heures après l'immunisation. Les résultats 
semblent montrer une reprise de la transcription des ARN rn 24 heures 
après l'injection d'E. coli. Cette expériences ayant été réalisée une seule 
fois, ces résultats préliminaires devront être confirmés par une étude 
réalisée en Northern Blot. 

50 

140 .... 
Cota 

.6 30 
Q) 

] 20 .... -Q.. 

~ 10 

0 
0 2 4 8 ~ 

Heures suivant le stress 

Figure 32 : Evolution du taux d'expression de l'ARNm codant la MPII à la suite d'un 
stress bactérien (E. coli) ou de l'action des Lipopolysaccharides (LPS). 
Détection en Dot Blot (1 pg d'ARNm extraits des cellules libres du 
cœlome) à l'aide de la sonde MPII marquée au 32p, Enregistrement 
densitométrique. 

III- Conclusion 
Dans notre étude chez N. diversicolor relative à la caractérisation de la 

protection antibactérienne induite dans le liquide cœlomique, la libération 
de la MPII a pu être établie ainsi qu'une corrélation entre le nombre de 
bactéries injectées et le taux de MPII libérée. Nous avons démontré que la 
libération de la MPII était un phénomène rapide résultant de la stimulation 
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des G 1. Il faut rappeler que la mobilisation et l'activation des cœlomocytes 

aboutissant au phénomène de dégranulation ont déjà été mises en évidence 

in vitro chez N. diversico/or dans le cas de stimulations provoquées par des 

agents activateurs tels que l'ionophore calcium, les lipopolysaccharides ou 

le cadmium (M'Béri, 1988). Nous avons pu confirmer l'activation et la 

libération de la MPII (in vivo) dans le cas d'une agression bactérienne 

(E. coli ou V. alginolyticus) ou lors d'une simple piqûre mais avec une 

amplitude différente selon les stimuli. Les résultats sont comparables à 

ceux obtenus par M'Béri ( 1988) lors d'une dégranulation induite par des 

lipopolysaccharides chez N. diversicolor : la MPII, protéine contenue dans 

les G 1 (Porchet-Henneré et al., 1987) et connue initialement pour sa 

capacité à fixer du Cd (Nejmeddine et al., 1988), est expulsée dans le 

liquide cœlomique. 

La stimulation des G 1 aboutissant à la libération de la MPII étant 

établie, nous avons envisagé les répercussions possibles de cette 

stimulation au ni veau de la synthèse de la MPII. L'étude relative à la 

localisation des cellules responsables de cette synthèse, entreprise en 

hybridation in situ a permis de démontrer l'existence d'un massif cellulaire 

libre dans le cœlome présentant un signal intense. Les G 1 situées autour de 

ce massif ne présentent pas de signal en hybridation in situ mais sont par 

contre immunomarqués avec l'anticorps monoclonal anti-MPII tout comme 

les G 1 libres dans le cœlome. A partir de ces observations, nous pouvons 

émettre l'hypothèse que ces massifs cellulaires seraient à l'origine des G 1. 
et que seule la transcription du gène de la MPII se produirait dans les 

cellules situées dans le massif détecté en hybridation in situ. La traduction 

prendrait place dans les G 1 situés à la périphérie du massif et cesserait 

dans les G 1 libres. 

Ces résultats sont à mettre en parallèle avec ceux obtenus lors de 

l'étude de la synthèse de la MPII. Ainsi, après incorporation de leucine-3H 

et fi uorographie , il n'a pas été possible de visualiser de nouvelles synthèses 

de MPII lors de la mise en culture de cœlomocytes. Ceci s'explique par le 

fait que lors de l'expérience, le tamisage des cellules libres du cœlome, 

effectué pour éliminer les produits génitaux, élimine également les massifs 

cellulaires détectés en hybridation in situ. Les résultats réalisés in vitro 
sont donc en accord avec Je fait que les granulocytes "matures" ne 

semblent plus capables d'ex-primer les ARNm codant la MPII. 

Les expériences de détection des ARNm codant la MPII en Dot Blot 

ont mis en évidence un taux initial très faible et une augmentation de ce 
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taux 24 heures après l'immunisation. Ces résultats n'étant que 

préliminaires, ils devront être confirmés en Northern Blot. Il est à noter 

qu'après une agression bactérienne aucun signal n'est détecté en 

hybridation in situ au niveau des G 1. 
L'étude en hybridation in situ a permts de détecter chez N. 

diversico/or la présence d'ARNm codant la MPII au niveau d'un autre site: 

les muscles obliques et les muscles longitudinaux, muscles impliqués dans 

la locomotion. Si l'on tient compte du fait que Takagi et Cox ( 1991) ont 

démontré chez la même espèce l'existence d'une myohémérythrine 

présentant 81 % d'homologie avec la MPII, il est logique de penser que la 

sonde oligonucléotidique utilisée ait été capable de détecter également les 

ARNm spécifiques de cette myohémérythrine. 
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Chez les annélides polychètes et plus spécifiquement chez N. diversicolor, 
les réactions de défense font appel à des processus immunitaires variés où 
l'immunité à médiation cellulaire joue un rôle important. Il a été démontré qu'au 
moins deux types de granulocytes décr;its sows le nom de G II et G III 
(Dhainaut, 1984) sont impliqués dans les processus de phagocytose, notamment 
vis-à-vis des bactéries (Dhainaut et Porchet-Henneré, 1988). Face à des 
éléments de taille plus considérable (parasites, billes de latex) des processus de 
coopération cellulaire aboutissant à des processus d'encapsulation, ont été 
décrits avec précision (Porchet-Henneré et al., 1987a). 

Notre travail a porté, quant à lui, sur l'immunité à médiation humorale. En 
effet, il avait été constaté (M'Béri, 1988) qu'à la suite de l'injection de diverses 
espèces de bactéries (Escherichia coli, Pseudomonas.fluorescens, Pseudomonas 
aeruginosa, Bacil!us cereus, Bacillus megaterium et Micrococcu.\· kristinae), il 
apparaissait dans le liquide cœlomique une substance exerçant un effet 
antibactérien notamment vis-à-vis d'E. coli et M. kristinae. Parallèlement, il 
avait été décelé dans le milieu intérieur de N. diversicolor la présence d'une 
protéine désignée sous le nom de MPII, protéine capable de complexer les 
métaux lourds et en particulier le cadmium (Nejmeddine et al.,1988). 

Dans un premier temps nous nous sommes attachés à vérifier la 
similitude pressentie entre la MPII et la protéine à activité antibactérienne. 
Nous avons notamment constaté la disparition de la réaction antibactérienne 
lorsque la MPII du liquide cœlomique, obtenu après immunisation des néréis, 
est éliminée par une immunoprécipitation réalisée à l'aide des anticorps anti­
MPII. En caractérisant la réponse antibactérienne, nous avons montré qu'elle 
était due à la MPII qui présente un spectre d'activité assez large (bactéries 
Gram+ et Gram). Cette molécule est rapidement libérée dans le milieu 
extracellulaire où elle persiste pendant au moins 24 heures.La modalité de 
libération de la MPII dans le milieu intérieur ainsi que son spectre d'activité 
large rappellent les réactions de défense obtenues chez les insectes à la suite 
d'une agression bactérienne. En fait, ce type de réaction s'inscrit dans 
l'immunité à médiation humorale observée chez un grand nombre d'invertébrés 
(Ratcliffe et al., 1985). Chez les insectes, le mécanisme de défense correspond à 
un processus inductible qui se traduit par l'apparition dans le sang d'une forte 
activité antibactérienne celle-ci impliquant la synthèse de plusieurs molécules 
de nature peptidique (ou de plusieurs familles de molécules) dont les spectres 
d'activité sont en général assez larges (Hoffmann, 1992). Différentes catégories 
ont pu être distinguées: les cécropines (Boman, 1974; Hultmark et al., 1980, 
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1982: Boman et al., 1991), les défensines(Keppi èf al .. 1986; Dimarcq et al .. 
1988, 1990), les atta<rines (Boman, 1974 ; Engstrom et al., 1984; Hulmark et 
al., 1983). les sarcoto~ines (Ando et Natori 1988; Natori, 1977; Okada et 
Natori. 1983, 1984, 1985) et les diptérines (Dimarck et al., 1988 ; Keppi et al, 
1989). En ce qui concerne les annélides oligochétes, l'existence de protéines 
bactériostatiques de 40 et 45 kDa a été signalée (Lassalle et al., 1988 ; 
Lassègues et Lassègues 1980, 1988, Lassègues et al., 1989; Roch et al., 1981; 
Valembois et al., 1982). 

Différentes expériences de neutralisation de l'activité antibactérienne en 
présence de fer nous ont permis de démontrer que la MPII agit en complexant le 
fer nécessaire à la croissance des bactéries. Cette propriété de chélater le fer 
s'explique aisément par le fait que la MPII est apparentée aux hémérythrines 
(49% d'identité) et aux myohémérythrines (65 %d'identité) (Demuynck,l992), 
pigments respiratoires connus essentiellement, avant les travaux de Demuynck 
( 1992), chez un groupe également très primitif de cœlomates : les sipunculiens 
(Klippenstein et al., 1976; Loerh et al., 1978). Demuynck (1992) a montré que 
les acides aminés (25-H, 54-H, 58-E, 74-H 78-H) impliqués dans la fixation du 
fer sont retrouvés et conservés au cours de l'évolution. 

Dans un second temps, nous avons abordé l'étude du gène codant la 
MPII. Par la méthode dite de PCR, l'ADNe codant la MPII a pu être obtenu 
sous la forme de trois fragments spécifiques. La spécificité du fragment de 250 
pb a été controlée en arrêt de traduction et par la réalisation de son séquençage. 
Ce fragment a été appelé sonde MPII. Cette sonde nous a permis d'identifier 
l'ARNm spécifique de la MPII. Il s'agit d'un seul type d'ARN d'une longueur 
estimée à 1000 bases, et dont la traduction in vitro en milieu acellulaire a abouti 
à l'élaboration du précurseur de la MPII, polypeptide de 14 kDa (MPII : 13,6 
kDa). Ces résultats ont permis d'établir que cet ARN est caractérisé par une 
partie non codante très importante. L'utilisation du fragment d'ADNe de 250 pb 
comme sonde a permis de réaliser une étude relative à l'expression du gène de 
la MPII en hybridation in situ .. 

La détection des cellules exprimant ce gène a montré tout d'abord la 
présence d'ARNm spécifique au niveau de muscles impliqués dans la 
locomotion. La présence chez N. diversicolor d'une myohémérythrine isolée et 
séquencée par Takagi et Cox (1991) molécule de 120 acides aminés, peut 
expliquer la détection d'un tel signal puisque la MPII présente 81,5% d'identité 
avec cette myohémérythrine (Demuynck, 1992). Des massifs cellulaires 
présentant un signal intense avec la sonde d'ADNe ont été également mis en 
évidence. Ces massifs sont entourés par des G I qui semblent s'en détacher. 



L'étude réalisée immunocytochimique a mis en évidence à l'aide de l'anticorps 

monoclonal anti-MPII au niveau de la zone corticale du massif cellulaire. Ces 

massifs 
1
pourraient constituer des centres de prolifération et de différenciation 

des G I. Ces résultats sont intéressants car chez les invertébrés les centres de 

formation des cellules du milieu intérieur, appelés centres d'hématopoïéses, sont 

en général assez mal connus. Des tissus hématopoïétiques ont été décrits (revue 

de synthèse de Ratcliffe et al., 1985) chez divers invertébrés (mollusques 

gastéropodes et céphalopodes, crustacés et insectes). Toutefois nombre de ces 

observations sont d'ordre morphologique et relèvent, pour un certain nombre 

d'entre-elles, uniquement de la microscopie photonique. Des données plus 

récentes chez les tuniciers révèlent la présence et la prolifération de 

"lymphocytes-like" en réponse à une agression (Raftos et Cooper, 1991 ). Chez 

les annélides, les données restent assez fragmentaire. Selon Valembois (1971 a), 

les cœlomocytes des oligochètes trouveraient leur origine selon leurs catégories 

au niveau des feuillets cœlomiques de la somatopleure et de la splanchnopleure. 

Plus récemment chez le ver de terre Amynthas diffringens, Friedman et Weis 

(1982) ont décrit la structure d'organes leucopoïétiques. Ces organes sont 

suspendus dans la cavité du cœlome au niveau des muscles. Toutefois ces 

auteurs mentionnent qu'ils n'ont pas été capables d'enregistrer de mitoses au 

niveau de ces organes. Chez les annélides polychètes la situation est encore plus 

fragmentai re, les seules observations récentes étant celles d'Eckel barger (1976) 

qui signale, chez Nicofea ::,osterico la, que les cœlomocytes semblent se 

différencier au niveau de sites spécifiques de l'épithélium cœlomique pariétal. 

Nos observations relatives au massif hématopoïétique des G Ide N. diversico/or 

s'intègrent assez bien avec les observations morphologiques réalisées sur 

d'autres espèces d'invertébrés (Eckelbarger, 1976; Friedman et Weis, 1982). 

Notre méthodologie permet cependant de conclure de façon beaucoup plus 

certaine à 1 'existence de ces centres de différenciation. 

D'une façon assez surprenante, les G 1 libres dans le cœlome ne semblent 

pas exprimer l'ARNm codant pour cette molécule. Aucun signal n'a pu être 

détecté, même dans le cas d'une stimulation par injection d'une suspension 

bactérienne faiblement concentrée, au niveau de ces G 1 qui pourtant sont loin 

d'être métaboliquement inactifs comme le prouve l'incorporation de précurseurs 

variés (leucine, glucose) visualisés en autoradiographie (Dhainaut, inédit). On 

est donc amené à envisager le fait que l'expression du gène codant la MPII, très 

active tant que les cellules sont dans le centre différenciateur, cesserait très 

rapidement quand les cellules deviennent matures et libres dans le milieu 

cœlomique. Des données comparables sont signalées chez les neutrophiles de 

mammifères pour l'expression de la myélopéroxidase (Weil et at., 1987) et chez 
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les éosinophiles pour l'expression de la péro\.ydase (Gruart et al.. 1992). Dans 
ces deux cas, les protéines semblent être synthétisées aux stades précoces de la 

différenciation et stockées ensui te dans les ce li ules matures jusqu'à leur 

1 i bération. L'ex pression d'A RN rn codant pour d'autres facteurs protéiques 

persiste par contre à un taux élevée D'autre part. au niveau des mastocytes de 

souris, une modulation différencielle de l'activation génique a été démontrée 

(Gurish et al. , 1991) au niveau de motifs particuliers qui pourraient réguler le 

turn-over des ARNm (Shaw et Kamen, 1986 ; Caput et al., 1986). En ce qui 

concerne notre travail, nous ne possédons pas actuellement de données sur la 

régulation génique. 

Un dernier point de discussion concerne la reprise des synthèses d'ARNm 
codant la MPII observée après stimulation par injection soit de bactéries soit de 

lipopolysaccharides. Les résultats obtenus sont encore très préliminaires et 

auront besoin d'être confirmés. Ils rejoignent toutefois, dans une certaine 

mesure, les études relatives aux peptides antibactériens chez les insectes, chez 

lesquels la réponse à une agression implique des synthèses de plusieurs 
molécules antibactériennes . Dans le cas de N. diversicolor, nous avons constaté 

que les G 1 semblent incapables à la suite d'un stress bactérien de réinitier de 

nouveaux processus de transcription et de traduction pour la MPII. La seule 

cible potentielle pour la reprise de la synthèse des ARNm codant la MPII, 

semble être le massif hématopoïétique détecté en hybridation in situ. La 

confirmation de cette hypothèse impliquerait la possibilité que ce centre 

différenciateur puisse être directement modulé par des stimulations extérieures. 

Vu les particularités de l'expression du gène de la MPII, il est indéniable 
que son analyse présente un intérêt primordial et doit être réalisée à court terme. 

Les connaissances acquises au cours de notre travail sur l'ADNe de la MPII 
serviront de base à cette analyse. 
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1- Préparation du matériel 

1-1 Extraits solubles d'animaux 

Après avoir été lavés dans de l'eau de mer filtrée, les animaux sont homogénéisés à 

4°C dans 2 volumes de Tris/HCI 50 mM, NaCI 150 mM, pH 7,4 (TBS) à l'aide d'un 

homogénéiseur Polytron. L'homogénat obtenu est centrifugé 30 mn à 12 000 g à 4°C. Le 

culot issu de cette première centrifugation est repris, homogénéisé et centrifugé dans les 

mêmes conditions que précédemment. Les 2 surnageants obtenus sont regroupés et 

centrifugés 30 mn à 20 000 g à 4°C. Le surnageant obtenu est translucide, il sera désigné 

sous le terme d'extrait brut. 

1-2 Prélèvement du liquide coelomique 

Le liquide cœlomique des animaux, immunisés ou non, contenant les cellules 

cœlomiques est collecté par ponction au niveau de la cavité cœlomique à l'aide d'une pipette 

Pasteur effilée et stérile. Le liquide cœlomique proprement dit est obtenu après une 

centrifugation de 15 mn à 12 000 g à 4°C afin d'éliminer les cellules. Le surnageant obtenu 

est clair, nous l'appelons liquide cœlomique. 

1-3 Préparation des cœlomocytes 

Après avoir ponctionné le liquide cœlomique contenant les cellules libres du coelome 

i.e. coelomocytes et gamètes mâles ou femelles, nous avons séparé les cœlomocytes sur un 

tamis de nylon à mailles de 37 pm. A l'inverse des gamètes, trop gros, les coelomocytes 

passant au travers des mailles sont récupérés sous forme d'un culot après une centrifugation de 

5 mn à 3 000 g. Ils sont ensuite remis en suspension puis lavés dans du tampon phosphate 

50 mM, NaCl 450 mM, pH 7,2 (PBS salé). 

1-3.1 Incorporation d'un précurseur radioactif in vivo 

Le marquage radioactif des protéines se fait par injection intracœlomique 

d'environ 1,2 MBq de L-(3,4,5_3H) Leucine (1,21 TBq/mmole, CEA) par ver. Après 

incubation, les cœlomocytes sont séparés des gamètes comme précédemment. 

I-3.2 Incorporation d'un précurseur radioactif in vitro 

Les cœlomocytes sont incubés dans 0,5 ml de milieu en présence de Leucine 

tritiée à la dose de 1,2 MBq/ml. Le milieu utilisé est le milieu de culture employé pour les 

éléocytes de Perinereis cultrifera, il est dépourvu de leucine (Baert et Slomianny, 1987), avec 

pour seule modification un ajustement de la pression osmotique à 1000 mos par dilution. Les 

incubations ont été réalisées dans des boîtes de culture stériles à la température constante de 

12°C. 
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1-4 Immunisation des animaux 

1-4. 1 Souches bactériennes 

Deux types de souches bactériennes (Escherichia coli : Gram+: Microc:occus 

kristinae : Gram-) provenant de l'Institut Pasteur et cultivées en milieu gélosé, ont été 

utilisées. 

1-4.2 Milieu de culture liquide 

Les bactéries sont mises en suspension dans un milieu de culture LB (Luria 

Berloni) stérile ayant la composition suivante : 

-extrait de levure (Difco) 5 g 

- tryptone (Difco) 10 g 

- NaCI 10 g 

- H20 milli-Q qsp 1000 ml 

le pH étant ajusté à 7,4 

Les bactéries sont mises en culture à 37°C sous agitation orbitale jusqu'à 

obtention d'une densité optique (DO) de 0,7 (phase de croissance exponentielle) à 600 nm. La 

suspension bactérienne est centrifugée 15 mn à 3 000 g. Le culot de bactéries est repris, soit 

par du PBS salé (phosphate 0,1 M, NaCl 450 mM, pH 7,2) pour l'immunisation des vers, 

soit par du PBS (phosphate 0,1 M, NaCl 150 mM, pH 7,2) pour réaliser les tests d'inhibition 

de croissance. 

1-4.3 Milieu de culture gélosé 

Les bactéries sont cultivées en aérobiose à 37°C sur des boîtes de Pétri 

contenant du milieu LB gélosé à 1,2 %. Les boîtes ensemencées sont placées à 37°C pendant 

8 h. 

1-4.4 Protocole d'immunisation 

Une injection dans la cavité coelomique de 50 pl d'une suspension d'E. coli 

en phase exponentielle (repris dans du PBS salé de manière à obtenir une DO de 0,1) permet 

d'induire une protection antibactérienne (M'Béri, 1988). Les animaux immunisés sont ensuite 

placés à 13-l4°C pendant 24 à 48 h. 

1-5 Tests d'activités antibactériennes 

1-5.1 Test d'inhibition de croissance bactérienne sur gélose 

Les boîtes de Pétri sont placées dans une étuve à 50°C pendant 30 mn de 

manière à sécher la gélose. Elles sont ensuite recouvertes par 1 ml de la suspension 

bactérienne (M. kristinae ou E. coli ) au 11200ème de la suspension mère (phase exponentielle, 

DO 0,7). Un tapis bactérien est obtenu en laissant les boîtes à 37°C pendant 30 mn. Les boîtes 
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atnst préparées reçoivent des disques antibactériogrammes neutres de 9 mm de diamètre 
l 

( Difco). sur lesquels 25 fil d'échantillon à tester sont déposés. Les disques témoins de la 
1 

croissance bactérienne reçoivent un volume identique de PBS. Après 8 heures à 37°C, les 

réactions antibactériennes se traduisent par la présence de zones d'inhibition de croissance 

bactérienne autour des disques. De plus, on sait que dans ces conditions, le diamètre des zones 

d'inhibition de croissance est proportionnel à la concentration du facteur antibactérien présent 

dans l'échantillon. 

1-5.2 Test d'inhibition de croissance bactérienne par turbidimétrie 

La densité optique (DO) d'une culture en phase exponentielle de croissance est 

proportionnelle au nombre de bactéries qu'elle contient. Les cultures bactériennes (10 Jll 

d'une suspension à une DO de 0,7) ont été incubées dans 700 Jll de milieu LB en présence de 

la substance à tester (20 pl). 

L'évaluation de la concentration est appréciée en turbidimétrie. Dans ces 

conditions expérimentales, la croissance maximale des bactéries est donnée par l'échantillon 

qui a reçu un volume équivalent d'eau distillée stérile. On peut connaître le pourcentage de 

bactéries survivant à une quantité de substance anti-bactérienne donnée suivant le rapport: 

DO (culture+ substance) x 100 

DO (culture témoin) 

II- Méthodes biochimiques 

11-1 Méthodes chromatographiques 

11-1.1 Chromatographie de gel filtration 

La filtration sur tamis moléculaire permet de séparer les constituants d'un 

mélange selon leur masse moléculaire. La colonne utilisée dans notre étude est une colonne 

Sephadex G 75 ( 1 rn de longueur et de 21 mm de diamètre) dont le domaine de 

fractionnement est compris entre 70 et 3 kDa. Après avoir coulé le gel préalablement gonflé 

dans du tampon formiate d'ammonium 0,01 M, pH 7,4 dégazé, la colonne est stabilisée par 

passage de 2 volumes du même tampon à un débit de 12 ml/h réglé par une pompe 

péristaltique (Gilson). Des fractions de 4 ml sont récupérées. L'enregistrement en continu des 

variations de la DO est effectué à 280 nm (zone du spectre d'absorption des protéines riches 

en acides aminés aromatiques). Les fractions ainsi obtenues sont ensuite testées pour la 

recherche de l'activité antibactérienne. Les fractions positives sont dialysées, concentrées 

4 fois grâce au système Microprodicon (MDPC 310) et testées à nouveau. 
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11-1.2 Chromatographie d'échange d'ions 
l ' 

La zone de gel filtration contenant les substances antibactériennes, est 

soumise à une séparation sur colonne 1 d'échange d'ions ( 15 mm x 40 mm). Le support utilisé 

est une résine d'échange d'anions DEAE ce,llulose (diéthylaminoéthyl ; Whatman DE 52), 

équilibrée dans du tampon Tris/HCI 10 mM, pH 8,5. L'élution a lieu avec le même tampon. 

Les constituants retenus par la résine sont élués par un gradient de NaCI 0-0,5 M dans le 

tampon précédent. Le débit utilisé est de 12 mllh tout au long de la chromatographie. Des 

fractions de 4 ml sont recueillies au bas de la colonne. Les constituants non élués par le 

gradient le sont à l'aide du tampon initial additionné de NaCI à une molarité finale d'l M. 

L'activité antibactérienne des fractions obtenues est à nouveau testée sur milieu gélosé. Le 

dessalage du matériel protéique est effectué grâce au système Microprodicon (MDPC 310) qui 

permet également d'obtenir un matériel4 fois plus concentré. 

II- 2 Méthode de dosage protéique 

La concentration en protéines des différentes fractions est déterminée selon la 

méthode de Bradford (1976) à l'aide du réactif de Biorad. La gamme étalon est établie à partir 

d'une solution de globulines bovines (Biorad). 

11-3 Méthodes électrophorétiques 

11-3.1 Electrophorèse monodimensionnelle en milieu dénaturant et réducteur 

(SDS-PAGGE) 

L'électrophorèse est réalisée en présence de SOS (sodium dodécyl sulfate) 

sur gel gradient de polyacrylamide (5-25 %, épaisseur 0,75 mm) selon la méthode de 

Laemmli (1970). Les échantillons sont traités par du tampon de reprise [Tris-HCI 62,5 mM, 

pH 6,8, SOS 2% (P/V), B-mercaptoéthanol 5% (V/V), bleu de bromophénol 0,01 % 

(P/V), sucrose 10 %]. Les protéines sont chauffées 3 mn au bain-marie à 100°C. La 

migration des protéines s'effectue en 2 temps. Une première migration dans un gel de 

concentration est réalisée à 20 mA pendant 30 à 60 mn, elle est suivie d'une deuxième 

migration dans le gel de séparation à 5 mA pendant 16 à 20 h. Ceci aboutit à la séparation des 

protéines en fonction de leur masse moléculaire. Toutes ces opérations sont effectuées en 

utilisant le tampon de migration [Tris-HCI 25 mM, glycine 192 mM (P/V), SDS 0,1 %]. De 

manière à évaluer la masse moléculaire des différents constituants des échantillons, une 

comigration de protéines de masse moléculaire connue [phosphorylase B (94 kDa), albumine 

(67 kDa), ovalbumine (45 kDa), anhydrase carbonique (30 kDa), inhibiteur de trypsine 

(20 kDa), lactalbumine ( 14,4 kDa)] est réalisée. 
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11-3.2 Révélation 

1 - Coloration du gel 

Le gel est coloré au bleu de Coomassie R 250 à 0,1 % (P/V), dans de 

l'isopropanol 25 % (V/V) , acide acétique 10 % (V/V) . pendant 2 h puis décoloré à l'acide 

acétique 10 %. 

Ruorographie 

Dans le cas de l'étude de matériel protéique radioactif, la révélation 

s'effectue par impression d'une émulsion photographique par les rayonnements 13 émis. Le 

gel, coloré au bleu de Coomassie comme précédemment, est traité par I'Amplify (Amersham) 

pendant 30 mn sous agitation. Le gel séché sur papier Whatman est mis en contact avec une 

plaque photographique (Kodak) préalablement exposée à un éclair de lumière orange diffuse 

(filtre Wratten 21 et papier Royal X-0 mat de Kodak). L'exposition s'effectue pendant 1 à 

3 semaines à -70°C. 

11-3.3 Transfert électrophorétique des protéines 

Selon la technique de Towbin et al ( 1979), après électrophorèse en gel de 

polyacrylamide dans les conditions précédemment décrites, le gel est équilibré pendant 10 mn 

dans le tampon de transfert [Tris-HCI 25 mM, glycine 192 mM, méthanol 17%, SOS 

0 ,01 % , pH 8,3j. Les protéines sont transférées sur une membrane d'Immobilon-P 

(Millipore) dans une cuve de transfert (Biorad) contenant le même tampon grâce au passage 

d'un courant de 250 rnA pendant 5 h. Les protéines sont ensuite colorées de façon réversible 

dans un mélange contenant 1 ml de noir amide à 0,1 % (P/V) dans une solution de méthanol 

45 % , acide acétique 10% pour 100 ml de TBS , puis décolorées par des lavages dans du 

TBS. 

III- Méthodes immunologigues 

Les études immunologiques sont réalisées avec les anticorps anti-MPII (polyclonal, 

Dhainaut-Courtois et al., 1987 et monoclonal, Porchet-Henneré et al., 1988, sous forme de 

liquide d'ascite ou de surnageant de culture pur). Il s'agit des anticorps dirigés contre la 

métalloprotéine retrouvée dans les granulocytes II deN. diversicolor. 

111-1 Immunodétection des protéines après transfert sur immobilon-P 

(Western Blot) 

Après transfert des protéines sur membrane d'lmmobilon-P, les sites de fixation 

libres de la membrane sont saturés par incubation de la membrane sous agitation , pendant 1 h 

à température ambiante dans le tampon TBS/Tween/lait [Tris/HCI 50 mM pH 7,4, NaCI 

150 mM, Tween-20 0,05% (P/V), lait écrémé en poudre (Gloria) 5% (P/V)]. La membrane 
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est ensuite incubée pendant 2 h à température ambiante ou 1 nuit à 4°C en présence de 

J'anticorps monoclonal anti-MPII sous forme de liquide d'ascite dilué au 1/250 dans du 

tampon T8SHween (Tris/HCI 50 mM pH 7,4, Na Cl 150 mM. Tween -20 0.05 % ). Quatre 
\ 

lavages dans du T8S/Tween permettent d'éliminer les anticorps non fixés . Un anticorps 

secondaire réalisé chez la souris et contenant desanti - immunoglobulines G+M de souris 

(Pasteur diagnostics) couplées à la péroxydase (dilué au 1/5000 dans du T8S/Tween) est 

additionné. L'incubation dure 2 h à température ambiante . L'activité péroxydasique est révélée 

en incubant la membrane dans une solution contenant comme substrat le 4-chloro- 1-naphtol à 

0,3 % dissous dans 3 ml de méthanol, le tout dilué dans 50 ml de T8S et JO Jd d'eau 

oxygénée (Sigma) à 30 %. La réaction est arrêtée en plaçant la membrane dans de l'eau 

distillée. 

111-2 Immunoprécipitation 

- Utilisation de l'anticorps monoclonal 

L'échantillon à immunoprécipiter est mis en contact pendant 2 h avec 5 JJl de 

liquide d'ascite pur anti-MPII, le tout dilué dans 500 pl de T8S contenant du Triton X 100 

0 ,01 %, Phényl -Méthyl-Sulfonyl Fluoride (PMSF) 0,2 mM , additionné de 40 pl de 

Tris/HCI 0 ,75 M pH 8,8. Parallèlement , 5 mg de protéine-A-Sepharose 48 sont gonflés 

pendant 15 mn dans du tampon T8S pH 7,4 à 4°C. Après une centrifugation rapide à 

1 000 g de manière à précipiter les billes de protéine A-sépharose, plusieurs lavages sont 

effectués avec le même tampon. Après 2 h d'incubation , la protéine A-sépharose est 

additionnée. L'ensemble est mis en incubation 1 nuit à 4°C sous agitation. Une centrifugation 

rapide permet d'obtenir le surnageant correspondant à la fraction immunosupprimée , le 

complexe formé par la sépharose protéine-A -anticorps-antigène constituant le culot. Les 

protéines immunoprécipitées ansi que l'anticorps sont dissociés de la protéine A par traitement 

du complexe par 50 pl de tampon de Laemmli (IV -3.1) et chauffage à J00°C pendant 3 mn . 

Une dernière centrifugation rapide permet de séparer la protéine A-sépharose de l'éluat. 

- Utilisation d'anticorps polyclonaux 

5 mg de protéine-A-Sepharose 48 sont gonflés pendant 15 mn dans du tampon 

T8S pH 7,4. Après une centrifugation rapide (5 mn) à 1 000 g, de ma ni ère à précipiter la 

protéine A, plusieurs lavages sont effectués avec le même tampon. A la protéine-A sont 

additionnés 50 jil de P8S et 5 Jll de l'anticorps polyclonal pur. L'ensemble est incubé à la 

température du laboratoire pendant une heure. L'échantillon à immunoprécipiter est ensuite mis 

en contact avec la protéine A-sépharose et l'anticorps, successivement une heure à la 

température du laboratoire puis une nuit à 4°C. Après l'incubation, une centrifugation rapide 

permet d'obtenir le surnageant correspondant à la fraction immunosupprimée. Le complexe 

formé (protéine-A-anticorps-antigène) est traité de la même façon que dans le cas del'anticorps 

monoclonal. 
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Les diffic!-'ltés liées aux problèmes de libération et de visualisation 
de la synthèse de la MPII nous ont amenés à envisager cette étude, non 

1 

plus au niveau de la détection et de la quantification de la MPII 
nouvellement synthétisée, mais au niveau de l'expression du gène codant la 
MPII. Dans ce cas, ce sont les ARNm qui sont détectés. 

II- Etude de l'expression du gène de la MPII 
Sur des tissus fixés, congelés et coupés au cryostat, les réactions 

d'hybridation ont été réalisées en utilisant comme sonde le fragment 
d'ADNe de 250 pb, appelé sonde MPII, obtenu par la méthode PCR. La 
sonde MPII a été marquée soit au 35S, soit à la digoxigénine. 

11-1 Localisation des cellules exprimant le gène de la MPII 
Les études relatives à la détermination du site de synthèse de la 

MPII ont été effectuées sur des animaux non immunisés. 

II-1.1 Localisation en hybridation in situ des cellules contenant 
l'ARNm codant la MPII 
L'examen microscopique de coupes de métamères ayant 

subi la technique d'hybridation in situ en utilisant la sonde MPII marquée 
soit au 35S soit à la digoxigénine à révélé la présence d'un marquage au 
niveau d'un massif cellulaire d'une taille est supérieure à 200 Jlm qui 
semble être libre dans le cœlome (Planche 4, fig. b; Planche 5, fig. c). Par 
contre, aucun signal n'a été détecté dans les G I libres dans le cœlome 
(Planche 4, fig. c) et dans les G I localisés autour du massif cellulaire 
(Planche 4, fig. b). De plus, il a été observé un marquage mais cette fois 
uniquement avec la sonde radioactive au niveau des muscles obliques et 
longitudinaux situés de part et d'autre de la chaîne nerveuse (Planche 5, 
figsaetb) 

En résumé, nous avons pu déceler deux sites distincts 
contenant les ARNm spécifiques de la MPII : l'un au niveau d'un massif 
cellulaire situé dans la cavité cœlomique, l'autre dans la musculature. Par 
contre, les G I qui avaient été initialement identifiés comme étant le lieu de 
synthèse de la MPII (Porchet-Henneré, 1987) ne semblent pas contenir 
d'ARNm spécifiques de la MPII. 
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Figure. 33 Analyse électrophorétique en milieu dénaturant (SDS en présence de 13-
mercaptoéthanol) sur gel de polyacrylamide en gradient continu 

5-25 %.d'acrylamide des anticorps polyclonal anti-MPII (témoin négatif 

pour les expériences d'immunoprécipitation). 
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111-3 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 

Le test est réalisé sur plaque Falcon 3912 de 96 puits. Par puits, 100 Jil 

d'échantillon à tester sont déposés et laissés à température ambiante pendant 3 h, puis la 

solution antigénique est récupérée. Les sites non spécifiques sont saturés par 200 Jil de 

tampon TBSffween 20 (TT) additionnés de sérum albumine bovine 2% (P/V), pendant 1 h à 

37°C. Après lavages avec 200 jil de TT, 100 Jil d'anticorps anti-MPII monoclonal 

(surnageant non dilué) ou polyclonal (dilué au 1/250) sont déposés pendant 2 h à 37°C. Après 

plusieurs lavages dans du TT, 100 Jil d'anticorps secondaire conjugué à la peroxydase [soit 

dirigé contre les lgG de souris (dans le cas d'utilisation d'un anticorps primaire monoclonal) 

ou contre des JgG de lapin (dans le cas d'utilisation d'un anticorps primaire polyclonal)] dilué 

au 111000 dans du TT sont additionnés. Après 2 h d'incubation et plusieurs lavages, la 

révélation est obtenue en ajoutant 100 Jil d'un tampon substrat ayant la composition suivante: 

- Orthophenylenediamine 9 mg 

-Tampon citrate 0,1 M, pH 5,5 25 ml 

- H2Û2 16 Jil 

Après 15-30 mn à 37°C, la réaction est arrêtée par addition de 100 Jil d'HCI 

1 N. La lecture de la DO s'effectue à 490 nm sur un lecteur de plaques de type MR 250 

(Dynatech). 

111-4 Immunocytochimie en microscopie photonique 

Des tronçons de corps de 2 à 3 métamères ou des culots de cellules libres du 

liquide coelomique sont prélevés et fixés dans du Bouin Hollande (additionné de 10% de 

HgCb).Les pièces sont incluses dans de la paraffine puis débitées en coupes de 7 Jlm et 

collées à l'albumine (ovalbumine au demi avec du glycérol). Les lames sont conservées à 

température ambiante à l'abri de la poussière. La technique d'immunopéroxydase indirecte a 

été utilisée. Après déparaffinage, les coupes sont traitées de la façon suivante : 

- Immersion dans du Tampon Coons (NaCl 150 mM, véronal sodique 100 mM, 

pH 7,2) pendant 15 mn. 

- Incubation avec l'anticorps primaire monclonal anti-MPII (sous forme de 

surnageant de culture) pendant 1 nuit à température ambiante, sous atmosphère 

humide. 

- 2 lavages de 10 mn dans le tampon Coons. 

- Incubation 90 mn avec l'anticorps secondaire (lgG de lapin anti-IgG de souris 

conjugués à la péroxidase de Raifort ; Pasteur Diagnostics) dilué au 1/40 dans 

du tampon Coons. 

- 2 lavages de 10 mn dans le tampon Coons. 

- Révélation de l'activité péroxydasique par son oxydation grâce à une solution 

contenant 40 mg de 4-chloro-1-naphtol dissous dans 5 ml d'éthanol, Je tout 
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dilué dans 100 ml de Tris/HCI 0.1 M pH 7,6. Deux cent microlitres d'eau 

oxygénée (Sigma) à 30% sont ajoutés à l'ensemble. 

- La réaction est arrêtée par immersion des lames dans de l'eau distillée. 

- Les lames sont ensui tes montées dans un mélange glycérine/Coons (9/1 ). 

IV- Méthodes de biologie moléculaire 

IV -1 Extraction des acides ribonucléiques (ARN) totaux 

IV -1.1 Précautions indispensables 

Il est crucial d'utiliser de la vaisselle et des solutions dépourvues de 

RNAses. Pour cela, un traitement des solutions tampons au diéthylpyrocarbonate (DEPC) est 

réalisé. Les solutions sont ensuite gardées dans des récipients et tubes à usage unique ou dans 

de la vaisselle dite "RNAse free". 

-Traitement de la vaisselle : 2 h à 200°C 

-Traitement des solutions : préparation des produits "RNA se free" avec 

de l'eau pour préparation injectable (PPI : eau pyrolysée à 900°C) ou avec de l'eau traitée au 

DEPC à 0,1 % pendant 12 heures. Dans ce dernier cas. le DEPC réagissant avec les résidus 

adénines des ARN, on l'élimine par autoclavage à l20°C pendant 20 mn. 

-Traitement des plastiques (cônes. tubes eppendorfs): pendant 12 h dans 

de l'alcool 96° avec 0,1 % DEPC, puis autoclavage dans les mêmes conditions que 

précédemment. 

-L'isolement des ARN s'effectue constamment avec des gants de latex 

stériles pour éviter les contaminations par des RNAses exogènes. 

IV -1.2 Préparation des ARN totaux 

La technique employée est celle d'Uilrich et al. (1977) modifiée par 

Chirgwin et al. ( 1979) utilisant l'isothiocyanate de guanidine. Ses principales étapes sont 

exposées ci-dessous : 

IV-1.2.a Etape d'homogénéisation 

Les cellules obtenues selon le protocole décrit en I-3, mais sans 

passage sur tamis, sont remises en suspension dans 5 ml d'une solution dénaturante (tampon 

GT) d'isothiocyanate de guanidium ( 10 mllg), puis homogénéisées à température ambiante à 

l'aide d'un homogénéiseur de type Dounce. 

- Composition du tampon GT: 

- Isothiocyanate de guanidine (Ruka) 

- Citrate de sodium (Sigma), pH 7,2 

- N-Lauryl sarcosyl de sodium (Sigma) 

- B-mercaptoéthanol (Sigma) 

4 M 
25 mM 

0,5 % (P/V) 

0,1 M 



) 
56 

l . 
La dénaturation des protéines est obtenue par l'isothiocyanate de 

guanidine à forte concentration, action renforcée par le sarcosyl (détergent) et par le 8-

mercaptoéthanol qui réduit les ponts disulfures. De plus. l'isothiocyanate de guanidine permet 

d'inhiber les RNAses libérées lors de la lyse cellulaire. Une centrifugation à 8000 t/mn, 

pendant 5 mn à température ambiante permet de séparer la fraction insoluble de l'homogénat. 

IV -1.2.b Ultracentrifugation 

Deux grammes de chlorure de césium (CsCI) sont ajoutés à 5 ml 

d'homogénat. Après dissolution complète, l'ensemble est déposé sur un coussin de chlorure 

de césium de composition: 

- Chlorure de césium (Sigma) 

- EDT A (Sigma), pH 7,5 

5,7 M, de densité: 1,707 g/ml 

0,1 M 

L'ensemble est soumis à une centrifugation de 18 h à 

148 500 g à 20°C sur un rotor SW 40 Ti (Beckman). Au cours de la centrifugation, un 

gradient ionique s'établit conduisant à la formation d'un gradient de densité. Les ARN 

sédimentent au fond du tube et sont ainsi séparés des protéines et de l'ADN. Après la 

centrifugation, le culot est lavé 2 fois par de l'éthanol 70 %, puis séché et repris par du 

tampon Tris/HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5 (TE). Le dosage des ARN est réalisé par 

mesure de la DO à 260 nm (Maniatis et al., 1982). 

IV -1.3 Intégrité des ARN totaux 

L'intégrité des ARN purifiés est évaluée par traduction en système 

acellulaire: lysat de réticulocytes de lapin (Amersham N 90) en présence de méthionine [35S]. 

Le protocole utilisé est celui recommandé par le fournisseur du lysat, à la seule différence que 

la quantité d'ARN mis en traduction est augmentée puisque nous utilisons des ARN totaux et 

non des ARN messagers. 

- ARN totaux 

- Lysat de réticulocytes de lapin 

- Méthionine [35S] (Amersham) 

- H20 qsp 

30 j(g 

20 ]11 

La traduction a lieu dans un volume final de 30 Jll. 

L'incubation est réalisée pendant 1 h à 30 °C, puis est arrêtée par chute rapide de la 

température en plaçant le tube dans la glace. Une immunoprécipitation des produits traduits est 

ensuite réalisée à l'aide de l'anticorps monoclonal anti-MPJI selon la méthode décrite en III-3. 

L'analyse électrophorétique en SDS-PAGGE des produits immunoprécipités suivie d'une 

fluorographie, permet de visualiser la MPII synthétisée à partir des ARN et donc de confirmer 

l'intégrité des ARN. 

l 
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l 

eomplém<>ntair<>s (ADNe) 

57 

Pour la synthèse des 1 ers brins d'ADNe, 10 pg d'ARN totaux et 0,5 fig d'oligo 

dT !5 contenant un site de restriction Barn H 1 en position 5' sont repris dans du TE pour 

obtenir un volume final de 10 pl. Après 10 mn à 70 °C, on ajoute au mélange: 

- dNTP 10 mM 

- DTTO.I M 

- Inhibiteur de RNAse RNasine, GIBCO-BRL) 

- Tampon de réaction 5X 

1 ,5 jil 

3 jil 

1 jil 

4 fil 

Après 2 mn à 37°C, 18 unités de transcriptase réverse (M-MLV-RT: GIBCO­

BRL) sont ajoutés et le mélange est incubé pendant 30 mn à 37°C. Cette étape est renouvelée 

dans les mêmes conditions. Après action de la transcriptase réverse , l'hydrolyse de I'ARN est 

obtenue par l'action pendant 10 mn du tampon (40 fil) de composition : 

- NaOH 0,7 M 

- EDTA 45 mM 

Finalement l'ADNe est précipité à l'éthanol pendant 1 nuit à -20°C. Une 

centrifugation à 12 000 g pendant 15 mn à 4°C permet de récupérer l'ADNe qui est remis en 

suspension dans 2,5 pl de TE 7,5· L'ADNe ainsi obtenu servira de matrice pour la PCR. 

IV -3 Synthèse d'une queue poly (A) en 3' du 1er brin d'ADNe 

L'addition d'une queue poly dA sur le 1er brin d'ADNe (obtenu dans notre 

expérience à partir d'un oligonucléotide spécifique MPII) est réalisée en utilisant la terminale 

transférase selon le protocole suivant : 

Après 20 mn d'incubation à 37°C dans le mélange 

- 2 fil ADNe repris par TE 

- 6 Jd tampon 5x: OlT 1 M 

- Cacodylate de potassium 0,5 M, MgCI2 10 mM, pH 7,2 

- 2 pl dATP 10 mM 

- 15 U tem1inale transférase (Boerhinger-Mannheim) 

la réaction est arrêtée par addition de 2 Jll d'EDTA 0 ,5 M pH 8. Une extraction au phénol­

chloroforme suivie d'une précipitation à l'éthanol (Maniatis er al., 1982) permet de récupérer 

l'ADNe muni de la queue poly (A). Celui-ci est repris par 2,5 Jll de TE 7,5 et servira de 

matrice pour la PCR. 



IV-4 Amplification enzymatique par la réaction en chaîne avec la DNA 
\ 
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polymérase de Tlzermophillls aquaticus (Polymerase Chain Reaction 

ou PCR) 1 

IV-4.1 Amorces 

La synthèse des oligonucléotides utilisés comme amorces pour la PCR a 

été réalisée par Eurogentec (Liège). 

IV -4.2 Purification des oligonucléotides 

Après synthèse, les oligonucléotides sont séchés à l'évaporateur 

concentreur SVH2000 (Savant). Le culot obtenu est solubilisé dans 100 pl d'eau distillée. La 

purification consiste à séparer l'oligonucléotide complet de ses intermédiaires de synthèse. 

Pour cela, à un volume de solution sont additionnés deux équivalents de formamide déionisée 

(Sigma). L'ensemble est dénaturé 3 mn à 90°C, puis déposé sur un gel d'acrylamide à 20% 

(bis acrylamide 0,53 % en urée 0,7 M). La migration s'effectue sous un voltage constant de 

350 V dans le tampon TBE 1 x. La migration de l'échantillon est arrêtée lorsque le front de 

migration, indiqué par le bleu de bromophénol déposé en parallèle, atteint les 2/3 du gel. 

La bande correspondant aux oligonucléotides de taille attendue est détectée 

par son absorbance en ultra-violet (260 nm) en mettant le gel en contact avec une plaque de 

chromatographie couche mince de silice contenant un marqueur fluorescent (Merck, 

Darmstadt, RFA). Elle est ensuite découpée puis est éluée sous agitation dans du tampon TE 8 

pendant 12 h à 37°C. 

Les oligonucléotides sont séparés de l'éluat par chromatographie en phase 

réverse sur colonne "Elutip-d" commercialisée par Scheicher et Schuell (Dassel , Allemagne) en 

utilisant le protocole recommandé par le fabricant et dont le principe de base est décrit dans 

Sam brook et al. ( 1990). Ils sont ensuite concentrés par précipitation. 

IV .4-3 Réaction d'amplification 

-R~_a.f.tiQn 

La réaction est réalisée dans un volume final de lOO pl, contenant 2 pl 

d'ADNe ou d'ADNe queue poly (A) dans un tampon comprenant : 

50 mM KCI 

10 mM MgCI2 

- 0,01 % gélatine (P/V) 

- 100 pM de chaque dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) 

2 .ftM des deux amorces. 

Le mélange est soumis à une dénaturation de 4 mn à 90°C, de manière à 

éviter les appariements des bases. puis 2 unités de Taq polymérase (Perkin-Eimer Cetus) sont 
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additionnées. Soixante-quinze microlitres d'huile minérale (Perkin-Elmer Cetus) sont ajoutés 
l 

au-dessus du mélange pour éviter l'évaporation. 
1 
1 

\ 

-ÇQIJ.Qi ti.Q.D .. lf am 12 tifi.f?.t.Î.Q.!1 

L'échantillon est soumis à 30 cycles d'amplification sur un appareil 

Thermojet (Eurogentec), chaque cycle comprenant: 

- une dénaturation à 94°C pendant 1 mn 

- une hybridation à X°C, x étant spécifique de chaque amorce, pendant 1,5 mn 

- une élongation à 72°C pendant 1 ,5 mn. 

En fin de réaction, une phase de 5 mn à 72°C est réalisée, elle permet de 

s'assurer que l'élongation des brins en cours est achevée. La température d'hybridation est 

calculée selon la méthode: T= 2x(A+ T) + 4x(C+G)- SOC. 

-Ys.rtfication <!çJ~1LmQlifi.Ç,ation 

Dix microlitres de la réaction de PCR sont déposés en parallèle avec un 

marqueur de poids moléculaire sur un gel d'agarose à l, l % en tampon TBE ou TEA 1 x. Les 

produits de PCR et le marqueur sont visualisés sous ultra-violet à 304 mn après coloration au 

bromure d'éthidium, puis photographiés (Maniatis et al., 1982). 

IV -5 Clonage des produits de PCR 

Le clonage est réalisé en utilisant les deux sites de restriction introduits dans les 

amorces. Le choix du vecteur s'est porté sur le plasmide pUC 13 (Pharmacia-LKB, Uppsala, 

Suède) possédant le gène de résistance à l'ampicilline (AMP) ainsi que le fragment du gène lac 

Z. Ces 2 systèmes seront utilisés pour sélectionner les bactéries transformées par un plasmide 

recombiné [plages blanches en présence de 5-bromo-4 chloro-3 indolyi-B galactoside (X-Gal) 

et d'isopropyl- B-D thio-B galactopyranoside (IPTG)] (Sambrook et al., 1989). La transforma­

tion du vecteur recombiné est réalisée dans la souche bactérienne E. coli RR 1 A M 15 (RR 1, 

lac Z AM 15, Flac 1 q AMIS, pro A) (ATCC 35102). 

IV -5.1 Préparation des produits de PCR 

Après avoir éliminé l'huile minérale, le produit de réaction de PCR est 

extrait au phénol/chloroforme, puis au chloroforme, ce qui permet d'éliminer la Taq 

polymérase. L'ADN est récupéré par précipitation à l'éthanol puis remis en suspension dans 

10 Jll de TE. 

IV -5.2 Réaction de digestion enzymatique 

La double digestion avec des enzymes spécifiques est effectuée avec les 

tampons spécifiques et aux températures indiquées par le fabriquant (Boerhinger-Mannheim). 
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Ière réactio_n: -produit de PCR 

-tampon toX 

- enzyme de restriction 

- H20 

Le temps de réaction est de 2 hou plus. 

6-8 pl 

2 pl 

2 u 
20 pl 
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Une deuxième digestion étant nécessaire, une précipitation à l'éthanol 

(Maniatis et al., 1982) est réalisée de manière à éliminer le tampon spécifique de la première 

enzyme. 

2~me réactioq : - après précipitation, le produit est repris par 10 Jil de TE7,5 puis digéré 

selon le protocole classique (1ère réaction). 

Notons qu'en parallèle le vecteur pUC 13 (purifié selon le principe décrit 

en IV -6.2) est également digéré par les deux mêmes enzymes pour permettre le clonage. 

-Vérification de la digestion 

Après chaque digestion, celle ci est contrôlée en déposant un aliquot sur 

gel d'agarose 1,1 % en TBE 1 x (Maniatis et al., 1982). 

-Purification du produit digéré 

Etant donné que dans certains cas d'amplification plusieurs bandes 

d'ADN sont présentes, il est nécessaire de purifier, après la digestion, le fragment d'intérêt 

avant de procéder à la ligation. La purification a lieu sur gel d'agarose 1,1 % en TEA 1 x. 

Après estimation de la quantité d'ADN, la bande d'agarose contenant le fragment à cloner, est 

découpée puis mise dans un tube eppendorf en élution passive contre 1 ml de TE. Après une 

nuit à 37°C sous agitation, l'agarose est éliminé par une centrifugation de 15 mn à 12 000 g. 

L'ADN contenu dans l'éluat est extrait au phénol/chloroforme puis au chloroforme et 

finalement précipité à l'éthanol. 

Pour le vecteur, la réalisation de cette purification a pour but d'obtenir le 

plasmide linéarisé et ainsi d'augmenter l'efficacité de la ligation avec l'ADN à cloner. 

IV -5.3 Ligation 

Elle est obtenue de l'insert au vecteur en utilisant la DNA ligase du 

bactériophage T4 qui catalyse la formation de liens phosphodiesters entre les extrémités 5'­

phosphate et 3'-hydroxyle des extrémités à bouts collants. Il est établi que, pour obtenir une 

efficacité maximale de ligation, le rapport insert/vecteur doit être égal ou proche de 3 en tenant 

compte de la taille du vecteur et de celle de l'insert. Après estimation des quantités de vecteur et 

d'insert, les concentrations respectives sont ramenées à la valeur adéquate pour respecter le 

rapport de 3. Le protocole utilisé est celui décrit par Sambrook et al. (1989): 



.Réactiofl: 

-fragment de PCR digéré 

- pUC 13 linéarisé 

-tampon de ligation IOX 

-ATP 10 mM 

-OTT !OmM 

-ligase T4 DNA 

- H20 qsp 

3 JÛ 

3 pl 

3 pl 

u 
30 pl 
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Le tampon de ligation IOX est fourni avec l'enzyme (Pharmacia). La 

réaction de ligation s'effectue une nuit à l2°C. 

IV -5.4 Introduction du plasmide dans les bactéries 

IV-5.4.a Bactéries utilisées 

La transformation du plasmide recombiné est réalisée dans la 

souche bactérienne E. coli RRli\M15 (RR1, lac Z .1.M15, F'lac Jq L\Ml5, proA) (ATCC 

35102). Elle est cultivée dans Je milieu LB (III-1.2) à 37°C, température optimale de 

croissance, et en milieu gélosé selon la méthode décrite en III-1.3. L'ensemencement des 

bactéries s'effectue à partir d'une colonie isolée. Une préculture d'une nuit sert 

d'ensemencement ( 1150) à la culture proprement dite. 

IV -5.4.b Technique d'électrogoration 

-Préparation des bactéries 

500 ml de milieu LB préalablement chauffés à 37°C sont 

ensemencés ( 1150) à partir d'une préculture d'une nuit d'E. coli. Lorsque la DO à 600 nm 

atteint la valeur de 0,5, la culture est refroidie dans de la glace pendant 30 mn puis centrifugée 

à 2 000 g pendant 15 mn. Le culot de bactéries est remis en suspension dans 250 ml 

d'HEPES (N-[2-hydroxyethylj piperazine- N'-[2-ethane sulfonic acid])-HCl 1 mM pH 7,4 

glacé puis de nouveau centrifugé dans les mêmes conditions. Le culot obtenu est dissous dans 

125 ml de la solution d'HEPES-HCI. Une centrifugation identique à la précédente permet de 

récupérer les bactéries qui sont reprises dans 20 ml d'un mélange eau-glycérol 10 % 

prérefroidi à 4°C. Après une dernière centrifugation à 2 800 g pendant 10 mn, le culot 

bactérien est repris par 1 ml d'eau-glycérol 10% glacé, puis aliquoté par 50 pl et finalement 

congelé rapidement dans un mélange carboglace/éthanol. Les bactéries ainsi préparées sont 

conservées à -70°C jusqu'à leur utilisation. 

-T ransf ormati on 

L'électroporation est basée sur l'application d'une impulsion 

électrique brève de haut voltage permettant la perméabilisation temporaire des bactéries, et ainsi 

l'entrée du plasmide recombiné. Après la ligation, 10-20 Jtl de la réaction de ligation contenant 

le plasmide sont incubés pendant 1 mn avec 40 pl de bactéries préparées spécialement pour 
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l'électroporation. Le mélange est "électroporé" dans des cuvettes de 0,2 cm à électroporation 

(Eurogentec, Liège) dans les conditions recommandées par le fabricant: 2500 V, 40 JlF. 

192 Q. Immédiatement après l'impulsion, 1 ml de LB est ajouté et l'ensemble est incubé 1 h 

à 37°C. Les bactéries transformées sont étalées à raison de 100 Jtllboîte sur milieu gélosé 

additionné de 50 Jtglml d'AMP, 0,01 % d'XGal et 0,5 M d'IPTG. 

Après 1 nuit à 37°C, les colonies de bactéries transformées par 

un plasmide recombiné, apparaissent sous forme de colonies blanches. Celles-ci sont 

récupérées individuellement à l'aide d'un cure-dent stérile, puis mises en culture 1 nuit à 

37°C, de manière à amplifier le plasmide pour pouvoir réaliser une préparation d'ADN 

plasmidique et vérifier la présence de l'insert après digestion enzymatique appropriée. 

IV -5.4.c Technique au CaCI2 

-Préparation des bactéries 

A 500 ml de LB est additionné 1 ml d'une préculture d'une 

nuit d'E. cali à 37°C. Lorsque la DO (600 nm) de la culture atteint 0,3 en moins d'l h, celle 

ci est refroidie sur glace, puis centrifugée à 2 000 g pendant 15 mn à 4°C. Le culot bactérien 

est repris par 25 ml de MgCI2 0,1 M prérefroidi une nuit à 4°C. Immédiatement après, il est 

soumis à une deuxième centrifugation dans les mêmes conditions. Les bactéries sont reprises 

par 0,5 ml de CaCh 0,1 M toujours prérefroidi à 4°C. L'ensemble est placé sur la glace 

pendant 1-4 h. Les bactéries ainsi préparées sont dites "compétentes". 

-Transformation 

Aux 10-20 ]tl de mélange de ligation sont ajoutés 80-90 ]tl 

de tampon de transformation et 100 ]tl de cellules compétentes. L'ensemble est placé 15 mn 

sur glace puis un choc thermique (3 mn à 42°) est réalisé. Le choc thermique provoque 

permettant la pénétration du plasmide dans les bactéries. Immédiatement après le choc, 800 ]tl 

de LB sont additionnés et le mélange est incubé 1 h à 37°C sous agitation. Les bactéries 

transformées sont déposées, à raison de 100 Jtl!boîte, sur milieu gélosé contenant les facteurs 

de sélection (50 Jtg!ml d'AMP, 0,01 % d'Xgal et 0,5 M d'IPTG). 

La récupération des colonies transformées par le plasmide 

recombiné est identique à celle de la transformation par é1ectroporation. 

IV-6 Préparation d'ADN plasmidique 

IV -6.1 Mini-préparation 

Deux millilitres d'une préculture d'E. coli transformée d'une nuit, sont 

centrifugés 5 mn à 12 000 g, les bactéries sont reprises successivement par 300 ]tl de 

tampon 1 (Tris/HCI pH 8, 50 mM ; EDT A 10 mM ; RNAse 400 Jtglm1) puis par 300 ]tl de 

tampon 2 (NaOH 200 mM ; SOS 1 % ). 
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L'ensemble est agité manuellement et délie 

puis incubé 5 rnn à température ambiante. Cette étape permet 

la dénaturation des protéines. Après cette étape. 300 pl i 

potassium pH 8) sont ajoutés sous agitation douce provoqt~.. 

l'ADN chromosomiquequi est éliminé par une centrifugation de ).) . 

plasmide contenu dans le surnageant est extrait au phénol/chloroforme, put ~ 

finalement précipité à l'isopropanol. 

1 V -6.2 Préparation en masse 

Cent millilitres de culture d'E. coli transformée sont centrifugés à 

3 000 g pendant 15 mn. Les bactéries sont lavées plusieurs fois dans du TNE (Tris/HCI 

10 mM pH 7 ,5, NaCI 100 mM, EDTA 5 %), puis remis en suspension dans 10 ml deTTE 

(Tris/HCI 100 mM pH 8, Triton X- 100 5 %, EDTA 50 mM pH 8) . La lyse des bactéries 

est obtenue par addition de 2 mg/ml de lysozyme pendant 30 mn. La réaction enzymatique est 

arrêtée par dénaturation des protéines à 100°C pendant 2-3 mn. Les débris bactériens sont 

éliminés du surnageant par centrifugation à 8000 t/mn pendant 15 mn. L'addition de 1,45 g 

de CsCI et de 0,2 mg de bromure d'éthidiurn (BET) pour 1,4 ml de surnageant et une 

centrifugation de 3000 t/mn pendant 5 mn , permettent de séparer le surnageant de la solution 

de Triton . L'ADN plasmidique est récupéré sélectivement par ultracentrifugation à 45000t/mn 

(rotor VTI) pendant 8 h sur gradient de CsCI (1 ,55 g/ml) dans un tube "quick seal" . Le 

plasmide, visualisé sous fom1e d'une bande rose, est prélevé à l'aide d'une aiguille . Le BET 

est éliminé par 3 extractions (V/V) avec du N-butanol saturé par de l'eau distillée. Le plasmide 

purifié est finalement précipité à l'isopropanol . 

1 V -7 Séquençage par la méthode de Sanger et Coulson ( 1977) 

Cette méthode est basée sur l'incorporation d'acide didéoxyribonucléique de 

manière aléatoire dans un brin d'ADN en synthèse, provoquant une fin de chaîne spécifique. 

Le séquençage d'ADN double brin utilise des dNTP dont un est marqué au 35S en position a 

pour permettre l'autoradiographie des fragments. Le kit de séquençage (Sequenase , 

Pharmacia) utilise la DNA polymerase du phage T7, l'amorce "universel" du phage T7 et 

"revers" du phage M 13. Les échantillons de chacune des réactions sont déposés sur gel de 

polyacrylamide 5 % (Acrylamide-bis acryl amide 19: 1 contenant 7M d'urée en TBE) 

préalabl ement chauffé par passage du courant 30 mn à 60 W. La migration des échantillons 

s'effectue toujours à la même puissance. Après l'électrophorèse, le gel est traité pour être 

autoradiographié selon le protocole décrit dans Sam brook et al. ( 1990). 
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1 V- 8 Méthodes d'analyse des acides nucléiques 

IV -8.1 Extraction de l'ADN des cellules cœlomiques 
) \ 

La préparation des cœlomocytes est semblable à celle relatée en 11-3 sans 

passage sur tamis. L'extraction de l'ADN est réalisée. Les principales étapes sont exposées ci­

dessous: 

- Les cellules congelées sont broyées dans un mortier contenant 5 ml de 

TNE et 0,5 ml de SDS 10% en présence d'azote liquide jusqu'à obtention d'une poudre, en 

évitant toute décongélation. Le mélange est ensuite incubé à 37°C pendant 15 mn. Les 

protéines sont éliminées par traitement au phénol/chloroforme, puis au chloroforme. La 

précipitation à l'éthanol absolu de l'ADN est instantanée et forme des fibres qui sont 

récupérées autour d'une pipette Pasteur, puis séchées. 

- Traitement de l'ADN extrait : 

L'ADN, repris dans du Tris/HCI 10 mM, pH 8, EDTA 1 mM (TE 8), 

est soumis successivement à l'action de RN Ases : 100 jtg/ml (dépourvues de DNAses grâce à 

un traitement à l00°C pendant 10 mn) pendant 90 mn à 37°C, puis à celle de la protéinase K à 

500 ng/ml, SDS 1 % pendant 2 h 30 à 37°C. Les protéines dénaturées par ce traitement sont 

éliminées par deux extractions phénol/chloroforme, chloroforme. L'ADN est récupéré après 

une précipitation à l'éthanol, puis dialysé contre du TE pendant 24 h. 

- Purification par ultracentrifugation en gradient de CsCI : 

Le but de cette purification est d'éliminer d'éventuels polysaccharides 

contaminant l'ADN. A l'ADN est additionné du CsCl (1 ,2 g/ml). L'ensemble est déposé sur 

un coussin de CsCI ( 1 ,55g/ml), puis ultracentrifugé à 30 000 g (SW 40 Beckman) pendant 

48 h. L'ADN, qui apparaît sous forme d'une bande, est récupéré puis dialysé contre du TE 

pour éliminer toutes traces de CsCI 

IV -8.2 Southem Blot 

Après la séparation électrophorétique de l'ADN, digéré ou non, sur gel 

d'agarose 1,1 % en TBE, le gel est traité de la façon suivante : 

- HCl 250mM pendant 10 mn, puis lavage à l'eau distillée 

dénaturation pendant 45 mn par immersion du gel dans une solution 

NaOH 0,5 N, NaCl 1 M. 

- neutralisation pendant 1h par une solution de NaCl 1,5 M, Tris/HCI 

0,5 M pH7 

L'ADN est transféré sur membrane de nylon (Hybond N+, Amersham) 

pendant 18 h par flux passif (lOx SSC, lx SSC= NaCI 0,15 M, Na acétate 0,015 M) selon la 

technique décrite par Southern (1975). La membrane est ensuite rincée dans du 2x SSC, puis 

1 

f-_ 
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séchée. La fixation de l'ADN est rendue irréversible par cuisson à 80°C pendant 2 h. La 
l . 

membrane est conservée à 4°C jusqu'à son utilisation. 

IV -8.3 Extraction des ARNm pol y A+ 

L'extraction des ARN poly A+ est réalisée en utilisant le kit de 

microextraction (Quick Prep Micro mRNA purification Kit) vendu par la firme Pharmacia. Les 

avantages de cette méthode sont sa standardisation et le fait que les sources potentielles de 

RNAses sont limitées. La préparation des cœlomocytes est la même que celle relatée en 11-3 à 

l'exception près que l'on ne filtre pas sur tamis, et en tenant compte des précautions 

nécessaires pour éviter les contaminations par les RNAses . 

IV -8.4 Northem Blot 

Les ARN (5 }i-g de poly A+ ou 30 }i-g de totaux) sont déposés sur gel 

d'agarose l ,2 % en tampon MOPS et en présence de formaldéhyde. 

-Pr~.M1!!i9.9.A~f~çJ]antillçm 

L'ARN est traité de la façon suivante: 

-ARN 

-tampon MOPS 5X(Acide 3[N-morphilino]-propéinésulfonique, 

pH 7, 0,1 M; acétate de sodium 40 mM; EDTA 5 mM) 2 pl 

- formaldéhyde 

- formamide 

- H20 qsp 

3,5 pl 

10 pl 

20 pl 

L'échantillon est dénaturé par chauffage 15 mn à 6SOC, puis immédia­

tement placé sur glace et finalement repris par 2 JÛ de tampon de reprise de composition : 

-glycérol 50 % 

-EDTA pHS 1 mM 

-acétate de sodium 

-bleu de bromophénol 

-xylène cyanol FF 

- Electrophorèse 

40 mM 

0,25% 

0,25% 

L'échantillon est déposé sur gel d'agarose 1 ,2 % en tampon MOPS 1 X 

ayant subi au préalable une migration de 5 mn à 5 V/cm. La migration s'effectue à 3-4 V/cm. 

- Transfert sur membrane de nylon 

Après l'électrophorèse, le gel d'agarose est rincé 2 fois par 200 ml de 

IOx SSC. L'ARN est transféré sur une membrane de nylon (Hybond N+, Amersham) par flux 
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passif de IOx SSC pendant 6-18 h. La membrane est ensuite rincée 5 mn dans 6x SSC à 
l 

température ambiante. Les ARN sont fixés définitivement par cuisson (2 h à 80°C). 
1 

IV -8.5 Dot-Blot 

La technique consiste à déposer directement les ARN sur la membrane de 

nylon (Hybond N+, Amersham) sous forme de spots. 

- .Pr~ratj_on deLA_RN 

Les ARN ( 1 jlg de pol y A+ ou 30 ]lg de totaux) sont repris par 2 Jll de 

tampon composé de 3 volumes de la solution 1 (formamide 500 pl, formaldéhyde 162 Jtl, 

MOPSx5 200JLI) auxquels, après chauffage 5 mn à 65°C, est additionné de 1 volume de 

20xSSC froid. 

- Préparation de la membrane 

L'échantillon est déposé sous forme de spots ( 1-2 Jll). La membrane est 

ensuite cuite 2h à 80°C (fixation des ARN) puis conservée à 4°C. 

IV -8.6 Marquage de la sonde 

La sonde d'ADNe est marquée à l'aide du kit "random pri ming" 

(Boerhinger) ayant comme principe le multiamorçage au hasard. Le protocole utilisé est celui 

recommandé par le fabricant, en utilisant comme enzyme le fragment klenow de la DNA 

polymérase 1 d'E. coli, les dNTPs dont l'un, le dCTP est marqué au 32p en position a 

(3000 Ci/mmol) et des hexanucléotides statistiques comme amorces pour l'enzyme. Les 

sondes marquées ont une activité spécifique très élevée ( 109 cpmljlg ADN). A l'issue du 

marquage, la sonde est précipitée à l'éthanol. (Maniatis et al., 1982). 

IV -8.7 Hybridation moléculaire 

La technique se fait en deux étapes : la préhybridation qui permet de 

réduire la fixation non spécifique de la sonde, puis l'hybridation proprement dite. 

- Préhybridation 

La membrane est incubée à 42°C pendant au minimum 2 h dans une 

solution de composition : 

- 6x SSC 

- lx Solution Denhardt 

IOOx solution Denhardt: 

- SDS 0,5% 

Sérum albumine bovine (SAB) 

polyvinylpyrolidone 

Fi coll 

H20 qsp 

2 0 
0 

2 0 
0 

2 0 
1:> 

100 ml 
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- 100 mg/ml ADN de spenne de saumon dénaturé (ADNss). 

- Hybridation 

L'hybridation avec la sonde s'effectue à 42°C en présence de formamide 

pendant 18 h dans un tampon de composition: 

- 6x SSC 

- 1 x solution de Den hardt 

- 0,5% sos 
- 100 pg/ml ADNss 

-50% fonnamide. 

- l--avages et exp_os.iJLQ.ll 

Cette étape a pour but de décrocher la sonde fixée de façon non 

spécifique. Pour cela, 2 facteurs sont pris en considération : la température et la salinité. La 

membrane est ensuite lavée successivement dans du: 2x SSC, 0,1 % SOS, 30 mn à 

température ambiante ; 2xSSC, 0,1 % SOS, 30 mn à 45°C ; 1 x SSC, 0,1 % SOS, 30 mn à 

température ambiante ; 1 xSSC, 0,1 % SOS, 30 mn à 4SOC ; 0,1 x SSC, 0,1 % SOS, 15 mn 

à température ambiante. 

La membrane est séchée puis mise en exposition sur film Hyperfilm MP 

(Amersham) à -70°C en présence de deux écrans intensifiants (Dupont de Nemours) pendant 

une durée de 1 à 7 jours. 

V- Hybridation moléculaire in situ 

L'hybridation in situ (HIS) consiste à reconnaître une séquence spécifique d'acide 

nucléique donné (ADN ou ARN), en utilisant comme sonde une séquence d'acide nucléique de 

base complémentaire. Cette technique permet d'identifier et de localiser une séquence donnée 

d'acide nucléique au sein d'un tissu ou d'une population cellulaire, en utilisant une sonde dans 

laquelle a été incorporé un marqueur identifiable. 

V -1 Précautions liées à la présence de RN Ases 

Pour éviter la présence et l'action de RNAses au cours des expériences d'HIS, des 

précautions très rigoureuses semblables à celles décrites pour l'extraction des ARN (VI-1.1) 

sont nécessaires. 

V- 2 Préparation du matériel histologique 

Des tronçons de corps de 2 à 3 métamères ou des culots de cellules libres du 

liquide coelornique sont prélevés et fixés pendant 4 h à 4°C dans du paraformaldéhyde à 4% 
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en tampon phosphate 0,2 M pH 7,2. Les pièces sont ensuite lavées à 4°C dans du tampon 

phosphate 0,2 M pH 7.2 contenant 15% de sucrose. incluses dans un cryoprotecteur 

(Tissue-Tek), puis plongées dans du méthyl-2-butane refroidi à l'azote liquide. Les blocs sont 

ensuite conservés à -70°C jusqu'à la réalisation des coupes. Les pièces, sectionnées au cryostat 

en coupes transversales de 10 Jlm d'épaisseur, sont récupérées sur des lames gélatinées 

(gélatine 10 %, alun de chrome 10% ). Ces lames peU\·ent en suites être conservées plusieurs 

semaines à -70°C jusqu'à leur utilisation. 

V- 3 Marquage de la sonde 

La sonde utilisée est une sonde d'ADNe obtenue à partir de l'ARN messager 

spécifique de la MPII. La quantité de sonde utilisée en HIS étant faible, 100 ng de sonde 

seulement sont marqués. 

V -3.1 Marquage avec un nucléotide radioactif 

Le marquage est réalisé avec le kit de multiamorçage au hasard ("random 

priming", Boerhinger Mannheim) en utilisant comme nucléotide radioactif le 35s dA TP en 

position a et le fragment klenow de la polymérase 1 comme enzyme. Après le marquage, la 

sonde est précipitée à l'éthanol. Elle peut être ainsi conservée plusieurs semaines à -20°C 

(demi-vie 87,2 jours). 

V- 3.2 Marquage avec un nucléotide non radioactif 

Le marquage de la sonde est réalisé en utilisant le kit "DNA non­

radioactive labeling and detection" commercialisé par Boerhinger Mannheim. Le protocole est 

basé sur le principe de multiamorçage au hasard, en utilisant un nucléotide marqué à la 

digoxigénine et le fragment de klenow de l'ADN polymérase 1 comme enzyme. Après le 

marquage, la sonde est précipitée à l'éthanol et peut être conservée plusieurs mois à -20°C. 

V -4 Protocole d'hybridation 

V -4.1 Préhybridation 

Cette étape consiste à préparer les coupes pour l'hybridation avec la 

sonde. Les lames sorties du congélateur sont mises durant 1 h à température ambiante. 

-Prç_l}yQ.Jj d!!!i9ll.QQ.\!.LSO.flsie r!:ldi oacti Y.~ 

Les lames sont plongées dans 2 bains (1 0 mn puis 45 mn) de 

préhybridation (4xSSC, lx solution Denhardt). Une acétylation est ensuite réalisée afin de 

réduire le bruit de fond. Les lames sont plongées 10 mn dans un bain de : 

- 4x SSC 

- triéthanolamine ajusté à pH 8 

-Anhydride acétique (ajouté extemporanément) 

100 ml 

1,3 ml 

250 jll 

1 
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Les coupes sont déshydratées par 4 bains rapides d'éthanol absolu et 

séchées 4 h à l'air à l'abri de la poussière . 

- P.r.~.hyJ?..r.Lc!.a.:!i.9..D .. P.9..~!L§.Q.Jl.Q.~ .. D.QIJ .. r.;:~.c.!.i..9é.\.ÇJ.LY..~. 

Cette étape est réduite à 2 bains de 30 mn dans du 2x SSC. Les coupes 

ne sont pas déshydratées. 

V -4.2 Hybridation 

-P.9..~'L~.QD.Q.~ .. .r.é.\_<i.igé_!ç_tiy~ 

La sonde est dénaturée 5 mn à 1 00°C dans un tampon d'hybridation de 

composition : 

- 4x SSC 

-50% formamide 

-Tampon phosphate 120 mM 

-Ix solution de Oenhardt 

- 1 x Sarcos yi 

-OTT lOO mM 

Vingt-cinq microlitres de tampon d'hybridation contenant 0 ,5 ng de sonde sont déposés sur 

chaque coupe. Les lames sont ensuite placées à 42°C pendant 18 h en chambre humide. 

- P.9..llL~9mL~U:LQllJ.g__c!jg_g_çtjy_s: 

La sonde est dénaturée 5 mn à 1 00°C dans un tampon d'hybridation de 

composition : 

- 4x SSC 

- 50 % formamide 

- lx solution de Oenhardt 

- 1 x sarcos yi 

- 0, l% sos 
- 5% agent bloquant du kit sonde froide ou lOO mg/ml AONss 

Vingt-cinq mirolitres de tampon d'hybridation contenant 5 ng de sonde sont déposés sur 

chaque coupe . Les lames sont ensuite placées à 42°C pendant 18 h, en chambre humide. 

V -4.3 Lavages 

Ils ont pour but de décrocher la sonde fixée de façon non spécifique. Pour 

cela, on fait varier 2 facteurs: la température et la salinité. 



-Pour la sonde rad(oactive 

4 x SSC. OTT IOmM,rinçage rapide 

1 x SSC. 10 mn à température ambiante 

1 x SSC. 45 mn à température ambiante 

1 x SSC. 10 mn à 42°C 

1 x SSC. 45 mn à 42°C 

0, 1 x SSC. 10 mn à température ambiante 
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Après les lavages. les lames sont déshydratées par passage rapide dans 

4 bains d'éthanol absolu, puis séchées à l'air. 

-Pour la sonde non radioactive 

2 x SSC 0.1 % SOS, 30 mn à température ambiante 

2 x SSC 0,1% SOS, 30 mn à 42°C 

1 x SSC 0,1 % SOS, 30 mn à température ambiante 

1 x SSC 0,1 %SOS, 30 mn à 42°C 

0,1 x SSC 0,1 %SOS, 15 mn à température ambiante. 

Après les lavages, les coupes ne sont pas déshydratées. 

V- 5 Détection du signal 

V -5.1 Signal radioactif 

L'hybride [sonde marquée-ARNm] émet un rayonnement B, capable 

d'impressionner une émulsion photographique. La technique utilisée est l'autoradiographie, 

méthode qui pem1et d'obtenir des images compatibles avec l'observation au microscope. Elle 

se fait en trois étapes: dépot de l'émulsion, révélation, coloration des lames 

Les lames sont plongées dans une émulsion liquide (LM1, Amersham) 

puis séchées verticalement à l'abri de la lumière. Elles sont stockées 2 à 3 semaines dans une 

boîte étanche contenant un dessicateur (gel de silice). Pour la révélation, les lames sont 

plongées 5 mn dans le révélateur (019, Kodak) puis lavées 10 mn dans l'eau courante et 

2 fois 5 mn dans l'eau distillée. Finalement les lames sont colorées au bleu Azur II (1 %o) et 

montées dans du Xam. 

V -5.2 Signal non radioactif 

L'hybride [sonde marquée à la digoxigénine-ARNm] est révélé en utilisant 

le kit de détection "DNA non-radioactive labeling and detection" commercialisé par 

Boerhinger Mannhei-m. Le principe est basé sur l'utilisation d'un anticorps dirigé contre la 

digoxigénine, puis d'un second anticorps dirigé contre le premier, marqué à la phosphatase 

alcaline. L'ensemble des produits, prêts à l'emploi, est contenu dans le kit. 
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