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Lo HYDBRIDOMES BT ARTICONPS MOROCLONAUX

1.1. - Pefinition et historiqgue

Fabrigues 1l y a une quinzaine d'annees par KOULER et MILSTEIN 19750, les
anticorps monoclopavx et la techinigue de leur production ont valu o leurs

auteurs le prix Nobel en 1984,

Injectee dans l'organisme, une substance etrangere, l'antigene, va stimuviler la
cytodirrerenciation et la multiplication cellulaire de cellules specialiséss de
l'organisme, les lymphocytes £. Chaque site de reconnaissance de l'antigens,
appele epitope, va stimuler un lymphocyte F qui donnera nalssance a une colonie
(clone?r de cellules rilles, toutes Ifdentigues el produisant des anticorps diriges
ant porteur de multiples epitopes, la réponse de

contre cet epitope, L'antigéne &t

I

i

forganisme a cette Intrusion sera polycicnale, des milliers de lIymphocytes B

ayvant eété prodults.

[}

L'astuce de KOHLER et MILSTEIN a ete Jd'immortaliser les cellules sécretrice
arin de pouvoir plus alsement detecter et isoler un clone cellulaire

correspondant specirliguement a un épitope,

La tusion cellulaire entre un lymphocyle B de myelome possédant la capacite de
se reproduire indefiniment, et un lymphocyte B specifigue d'un antigene, prodult
une cellule  hybride, I'hybridome, secretant un type unigue d’anticorps,
lanticorps monoclonal. A cause de la diversitée des lymphocytes B produits par
la rate de l'animal Immunise, on se trouve devant une population d'hybridomes
secretant chacun un anticorps particuller, mais donnant globalement une réponse

polyclonale,



Toutes les lignees cellulaires, réparties dans les puits de culture, sont alors

2

testees arin de ne retenir que celles secretant l'anticorps recherché., Celles-ci

vont pouvoir etre produites Iindefiniment.

1.2, - Iptérét et utilisation

La methode de preparation des anticorps monoclonaux est aujourd’hui appliquee
pour la production d’'immunoreéactifs tant a 1'échelle du laboratoire de recherche
fondamentale gu'a celle de I['industrie. Le champ d'application des anticorps
monoclonaux ne cesse de s'agrandir. Leur gualité primordiale est leur specificite
Jamais égalee par les reactifs classiques ni par les anticorps polyclonaux,
Speciriques, ils sont egalement de gualité constante, reproductibles Iindérfiniment
et permettant donc une standardisation des reésultats, Leurs performances sont
pulssantes., Leur specificité extréme permet la purification de nombreuses
molecules puisqu’il existe une relation etroite entre l'epitope contre leqguel est

dirige 1'ACH et 1'ACH.

Le site de liaison specifigue d'un anticorps est estime a 3 amino-acides, ce qul
correspond au niveau du gene, a 9 nucleotides. Un anticorps monoclonal peut
reperer la variation d'un amino-acide au niveau d'une proteine ce qul lul ocuniere

sogalement une supériorite sur les sondes a ADN, qui, elles, ont une longueur

variant de 10 & 500 nucleotides (Shoemeker H. et al., 1985). Neanmoins, les
anticorps monoclonaux reconnalssant des structures secondaires et tertiaires,

yauvent erdre leur capacite a Se ller par un chapzement mEme HEinime dans ces
{ i (8]

structures. Les sondes a ADN reconnzizzent une gstructure lineaire qul  peut

correspondre alors a diverses :itrictures dans la proteine codee.

D veritables bangues de donnees regroupent les informations sur les anticorps
mopocionaux  actuellement  produits.  Utilises pour le diagnostic et e
cytodiagnostic, la therapie de «certains cancers, ['imagerie nucléaire, lIa
recherchs fondamentale, les anticorps monoclonaux sont des ouwtils de choix, Les
paragraphes culvants tendront a dresser une liste non exhaustive de leurs

utilisations possibles.



Les tests de diagpostic se developpent tant en medecine humaine que veterinaire,
Dans le secteur agro-alimentaire, des etudes sont en cours pour le contréle de
ia guaiite des chaines de production par des bhigcapteurs, Ceux-cl o sont
constitves d'electrodes rouplees & des anticorps monoclopaux, gul, deés  leur
liaispn avec un antigene spécitique de germes, declenchent un signal electrigue.

[

L'immunorluorescence directe permet de distinguer les auto-anticorps diriges
contre l'epiderme ou la membrane hasale (pemphigus et pemphigoide bulleuse), les
depsts d'lghd dans les papilles dermiques (dermatite herpetitorme’) et les dépots
granuleux d'igG et de complement dans le lupus erythéemateux disseminée ou cutané

(CHAFEL H. et al., 1985,

JIN-GHEE TEH et zon équipe (1938 ont prodult des anticorps monoclonaux diriges

de carcinome colorectal, & partir de ['immunisation de

contre des  ant
souris avec dvu serum de malades. [De:s examens de blopsies de peau, a l'aide

d'anticorps monoclonaux, peuvent permettre de caracteriser des maladies de

I'epiderme et du derme,

Les antigenes spécifigues de tumeur circulant dans le sérum peuvent étre
detectes, tels que, par exemple, le Lewis® sialosyle (FUJIWARA K. et al., 1988)
par un ACH d’isotype Iigh marque a la f-galactosidase,

L'existence de ces antigenes assoclies aux tumeurs permet le developpement de
methodes histochimiques permettant le diagnostic de tumeur. Les Immuno—-dosages
utilisant les anticorps monoclonaux aldent au diagnostic du cancer., Ils sont
également utiles dans le suivi therapeutigue de la maladie et de ses rechutes

eventuelles,

L'identification de désordres proliferatifs tels gque la macroglobulinemie de

‘aldenstrom et les lymphomes a éte faite par tests ELISA.

Les anticorps monoclonaux ont ouvert la  voie a de nouveaux moyens

therapeutiquas,



L'utilisation d’apticorps murins pose néanmoins yn probleme par leur

slle est donc redulte a deux

te et Jeur demi-vie breve chez |

[

nomme,

]:-..

immunosenici

ou trois Iinjections sevlement (OSTBERG L., 1887). Une alternative passeraltl par

ia production d'hybrides homme- {(souris-homme’,

ez rejets de gretfie dus a l'activation du systeme Immunitaire gui rejette le

rence l'organe transplante, peuvent &tre prevenus  par

non-sol, en '
leiimination ou la reduction de celiules T Iimmuno-competentes a l'aide
d'apticorps monoclonaux anti-CDd et anti-CDS, ot une Ilmmuno-suppression par de

la cyclosporine A avec ou sans methotrexate peut contribuer a la reussite de la

anticorps monoclonaux peuvent egalement servir & debarrasser la moelle

8

osseuse des cellules malignes, grdce aux antigenes spécifiques de surface, dans

le cas de transplantations autologues. L’immunologie des tumeurs a ouwvert de

nouveaux axes de recherche en iIH]DL!J)OT,IbE!l'&pIE.

La cytotoxicite a mediation cellulaire, dependant de la fixation sur l'anticorps
des cellules tumorales d’'une part, et de cellules effectrices d'autre part, permet
d'esperer des anticorps monoclonaux diriges contre des antigenes associes & des

tumeurs, une alternative a la chimiotherapie traditionnelle,

L'objectir de traitement des tumeurs par cette nouvelle vole ne peut étre atteint
avec un seul anticorps monoclonal. L’hetérogenerte de composition des tumeurs ef
l'existence de varietés de tumeurs, Imposent de disposer d'un pannel d'anticorps
reconnalssant des epitopes différents. Anticorps a but diagnostic ou & but
therapeutique s'interpenetrent donc (WALKER L.C. et al., 1887), Une technigue
elegante permettant de fabriquer des sortes d'armes ciblees a visée
thérapeutique voit le jour.

Les anticorps monoclonaux, speécifiques d'antigenes tumoraux, sont couples a une
toxine, telle l'w-amanitine ow la ricine et détruisent spécifiquement les cellules
cibles . Malheureusement, des problémes existent encore, ces composes etant

souvent instables, ou produlsant des réactions croisées, en particulier avec des

cellules hématopoietigues,



Une seconde approche, est ['administration d’anticorps anti-idiotypes, gui
permettrait une participation active du systeéme immunitaire du patient a la

destruction des metastases ot des tissus tumoraux.

Dez anticorps prepares contre des antigenes specifiques de tumeurs aurcnt un
site antigenigue, 1'idigtype, complementaire & [l'antigene gui a stimule leur
Iabrication., Injectes & leyr tour a un animal en préesence d’adjuvant Immunitaire,
ils induisent la fabrication d’apnticorps anti-idiotypes (voir 1ig., n® 1), Ceux-ci
sont wune sorte d'image de l'antigene de depart, 1ils se lient aux cellules
tumorales et stimulent Ip  vivg la production d'anticorps dirigés contre la
tumeur (COURTENAY-LUCK N.S. et al.,, 1988:. Four eéviter les reéactions crolsees
dies a4 des antigenes eétrangers, la production peut se faire par Immortalisation

par le virus d’Epstein Parr, de lymphocytes B de malades présentant Jdéja une

reponse anti-idiotype,

Ce type de vaccination anti-idiotype peut egalement &'appliquer a des antigenes
viraux <hepatite B, polyovirus? parasitalires (trypanosomiase africaine) <(DODET
B.,, 1984:. [l peut egalement servir de thérapeutigue locale contre le virus

HIVv-1. Celui-ci s'adsorbe specifiquement sur [lantigene (D4 ages cellules [, et

les infecte alors. Des anticorps anti-idiotypes preparés conire des anticorps

anti~cid se sont montres capables de neutraliser le virus ip vitrg (MASUHOY.,

Far leur spécificite tres fine, les anticorps monoclonaux sont un outll de cholx
dans la recherche Iondamentale et appliguee, [ls permettent en effet d'identifier
des variants antigénigues de molecules, de detecter des marqueurs cellulalres,
avec les Implications possibles dans le typage des tumeurs, d'étudier des
récepteurs protéiques, L'identification de marqueurs phyenotypiques, particuliers

sification des lymphocytes et des

U1

a vcertaines cellules, permet la cla:
phagocytes,

Ils sont également performants pour l'immunopurification de molécules diverses.
En hloquant des recepteurs cellulaires, 1ls permettent d'eétudier des meécanismes
biologigues variés. L'étude des constantes d’affinité permettrait une évaluation
de la relation structure-attinité et des modifications conformationnelles

quimplique une fixation de l’antigene sur 1'anticorps (SCHOTLS A. et al., 1988).



FiG. 1

Ab1 Ab2 Ab3
Ab)

Ab2

Ab2 Ab3

Anticorps anti-idiotype

L'immunisation contre un anticorps antitumoral (Abl.) entraine la
formation d'anticorps dont certains (Abz) reconnaissent l’'idiotype

de 1'Abl.. Une partle de ces anticorps anti-idiotypique — sorte d’'ima-
ge Interne - entraine la production, chez un second animal, d'anticorps

(Ab3) qui oot la méme speclficité que 1'Abl (Abl’).



La sensibilite des réacticns antigene-anticorps est telle gu'elle permet une
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limites impposees par ddes problemes de specificite dus a ll'epitope reconnu o le
epitopes existent sous trois lormes, lineaire, conformationnelle ou cryptigus
(determinant pegantigenigue’. (e dernier type d’epitope caché ne prezente gu’'un

moindre interét, puisque 1'ACM ne pourra l'atteindre,



LG - Anricorps. monoclonaux. anti-classes d'lg. bBut du travall

Compte  tenu de ['wtilisation potentielle des anticorps anti-immunoglobulines
humainesz, on nous a charge d'obienir, par ia technigue de fusion cellulaire, ces
reaotils specirigues et de  gualite  constante., La  demande est, 4 notre
conpalssance, tres Importante, Des anticorps monoclonaux murins anti-isotype

d’'immunogliobuiines humalines sont donc produits et purifies au cours de ce
travail. Ils pourront etre fournis a des laboratoires de recherche ou d'analyses,
et utilizés par des technigues immuno-enzymatiques (ELISA ou blotting) afin de
permettre, par exemple, l'exploration du systeme immunitaire de 1'individu sain

ou malade,

Allergologues, bactériologistes, virologistes sont intéressés par 1'analyse des
souvs~classes.  Celles-ci  possédant  egalement des  proprietes  biologiques
ditferentes, leur analyse qualitative et gquantitative se revele Iimportante,
Divers exemples de vces utilisations potentielles sont deécrits dans les
paragraphes suivants,

Les immunodosages appliqués au diagnostic serologique sont actuellement en
majeure partie bases sur les anticorps monoclonaux. Les diagnostics de
laboratoire emplolient largement les ‘trousses commerciales comprenant ces
reactirs hautement specifiques et permettant surtout une stanpdardisation des

resultats.

farmi les différents servdiagnostics, la guantification des quatre sous-classe

d'lgG  apporte beaucoup de renseignements, Kn effet, ayant des proprietes
biologigues dirfferentes, leur taux peut moduler la reponse immunitaire de

lorganizme (Fersson M.A.A. et al., 1987).

Les Igtl et lg¢ld par exemple, activent le complemen: de maniere plus eflicace

que les [gUz, tandis gque les lgG4d ne lactivent pas du tout et peuvent méme

avolir une fonction d'anticorps bloquant ainsi que nous le verrons plus loin.



L.3.1. - Immaturite du systeme immunitaire

Les mecanismes Jde défense de l'entant ne sont pas entierement developpes a la
naizsance, Les Igh et les Igh n'apparalssent que progressivement dans la sallve,
leg anticorps capables de neutraliszer des attagues virales sont les g6, en
particulier les [gGl heritees, de la mere. Le dosage des isotypes des anticorps
de bebe peut se raire par ELISA et permet l'analyse de l'erficacite d’une vacci-

nation precoce (WATT P.J. et al., 1986 — SHITH D.J. et ai., 1988,

1.3.2. - Ifmmunadéficiences

¥

Certaines Inlections virales peuvent o .vegler la reponse Iimmune en |

o

supprimant ou en Intectant les cellules du systeme immunitaire, Clest le ca

)

notamment d'une Infection primaire par e cytomegalo virus ou par le retrovirus

int le S IIDLA. (syndrome immunodeficience acgquise). La detection

HiV-1 ca
sérologigue duy 5. 1.1LA passe par la mise en évidence d'anticorps specifigues au
virvs (seropositivitel). Chez certains individus, de longues periodes asympto-
matiques existent, pendant lesgueiles I1'etude dez isotypes des Igl specifigques
du virvs peuvt s'averer utile pour comprendre les mecanismes de cytotoxicite
cellulaire. Une avgmentation du titre en lgGl et [gG3, accompagnée d'une baisse

€

du titre en Igte et lgtd a ete decrite (LJUNGGREN K. et al., 18887,

La detection d’'immunodeficiences peut egalement dtre wutile arin d'identifier et

de traiter les patients a risques (HANSON L.A. et al., 1986).

En effet, la cavse d'infections reécurrentes est souvent une deficience en sSous-
clagses IgG et la determination de sous-classes d'lgG  peut amener des
renseignements sur la cause des Infections. Celles-ci sont rarement limitées a
une seule sous-classe, Sur la base d'etudes statistiques, on peut dire qu’une de-

ficience en 1gGl reflete une balisse du taux global d’'IgG.

1] existe des agammaglobulinémies et des hypoglobulinemies héreditaires liees a
une wputation sur le chromosome X, ce qui condvit a une cytodifférenciation
anormale des lymphocytes, Des allections pulmonaires sont courantes chez ces
sujets malgre les traitements substitutifs d'immunoglobulines (THURSTEINSSON L.

et al.,, 1990,
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1.3.86. ~ Variation du taux d’'IgG4

Lez dericiences Isolées en igud sont certainement les plus courantes et
s'observent chez des patients atteints d'Intections respiratoires. Lorsgue
celles-ci sont récurrentes, un tauvx d’'igtd4 Iinrérieur a(Qu.3 gs/l, peut traduire une

dericience severe (HEINER D.C., 19860,

Lez dériciences en 1gG4d peuvent étre rfamiliales, elles se t{ransmettent de
maniere récessive et autosomigue, ou résulter d'un deraut de régulation ou
simplement d'une infection passagere., La detection est donc Importante, elle

utilise naturellement lesz anticorps monoclopaux.

Outre les deficiences en [gG4, .on peut observer des valeurs superieures a la
normale par des tests ELISA simples ou sandwich, des radio-immunco-dosages. Ces
anticorps étant présents en quantite tres faible dans le sérum normal, ils ne
peuvent étre détectés par des tests mesurant la quantite totale en IgG et
necessitent des anticorps monoclonaux ou  polyclonaux spécifigues de sous-
classes. (ette faible réponse peut dtre correlee a la position du gene Y4, situe
le plus en ' par rapport aux genes des auvtres sous-classes ganmma, et suivi
seuiement des genes (e et Loz (OGAWA T, et al.,, 19882, La sous-clasze des
anticarps diriges contre les facteurs de coagulation <(notamment le Zfacteur
VIII, trouves chez les hemophiles est préponderemment celle des IgG4. [ls sont
souvent impliques dans les phenoménes allergiques en réponse au venin d'abeille
(URBANEK k., 1988), au pollen, a la poussiere de maison (MERRETT J., 1984), aux
parasites tels ceux provogquant la filariose (MAGNUSSON C.G.H. et al., 1986). Iis
ont ete suspectes dans la pathogeénese de la maladie des eleveurs de pigeons
(SEE KIIT et ¢l., 1986), POILSEN L.K. I938) et son eqguipe ont neanmoins
demontré qu'ils ne jouaient pas un rdéle dans la liberation de 1'histamine par

les basophiles, qui serait, elle, largement dirigee par les IgE.

En effet, une augmentation du taux des IgG4 est souvent liée a une augmentation
du taux d'Igk (OGAWA T. et al., 1988}, Du fait de leur Incapacite a fixer le
complément, une variation du taux d'lgG en faveur des IgG4, meodifie les réponses
biologiques de Il'organisme. Les IgG4 ont souvent eteée decrits comme des
Yanticorps bloguants' susceptibles d’entrer en competition avec les IgE dans les

reactions anaphylactigues (JARING S. et al., 1986,
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tet aspect sera evogue dans le paragraphe traitant du suivi therapeutique. En
tout etat de cause, un taux éleve en IgG4 est observeé apres des expositions

repetees & un allergene,

Le dosage des IgG4 est vutile pour le suivi des allergenes alimeniaires,
l'intolerance au lait par exemple, et de leurs manifestations cutanées telles que

les eczemas atopiques (SHAKIB F. et al., 1986).

1.3.4., - Variation du taux d'Igd

La dericience en IgA est la plus commune des Immunodeficiences primaires
(CHAPEL H., KATKA K., 1988).

Elle peut exister a tous les 4ges el s'associe & des Inlections récurrentes, des
allergies et des maladies auto-jmmunes. Son diaghostic peut ctre utile, par
exemple pour eliminer les risques eventuels dus & une vaccination ocrale par le
poliovirus, SAVILAHTI E.<1988) et son equipe ont utilise le test ELISA, pour
montrer gque cette deficience s'accompagnalit d'une excrétion du virus beaucoup

plus tvardive, ce qul accroissalt les rizques potentiels de la vaccination.

1.3.5. - KRéponses biologiques face aux palyoses

Les polyoses sont un  constituant  Important des — parolis  bactériennes

(Btrephococcus  ppeumonlae,  FeeudoDonas  aerugingsa, = vlococcus reus
Haemophllus influenza’). Ils sont egalement presents a la surrace de Schistosoma

mansoni. Des etudes epldemiologiques wutilisant des tests ELISA et l'immuno-
fluorescence sont utiles arin de detecter la distribution en sous—classe de la
reponse Immunitaire et examiner l'efficacite de vaccination, Les réponses sont
essentiellement des IgGl, JgGz, Igdl et Igds (CRYZ S.J. et al.,, (1988) - FRAISSE
P. et al., (1988) — HEILMANN C. et al., (1988) - KIENLE E. et al., (1988) - LUE C.
et al.,, (1988) - SHACKELFORD FP.G. et al., (1987) - VAGNER D.K. et al. (1987) -
VINDEBANK K.P. et al. (1687) ).

Igh ont ete decrits comme protecteurs en cas de reinfection

Les lIgtiz et le

apres traitement (BUTTERWORTH A. et al,, 1988).

0
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1.5.6. - Auto-anticorps

La caracterisation des isotypes des auto-anticorps peut mener & la distinction
entre auto-anticorps protecteurs naturels et auto-anticorps pathogenigues
acquis, notamment dans le lupus erythemateux systemique <(SUENAGA R. et al.,
19887). La wvariation Isotypigue des anticorps anti-toxine tetanique traduit la
maturation Immunitaire. Une commutation de classe en raveur des [gG4 peut méme
gtre observee en cas de stimulation antigénique chronigue (RUBIN R.L. et al.,

1986,

Les auto-anticorps humains sont en geperal de classe IgM contrairement a ceux
de l'espece murine de classe 1gG (SANZ I, et al., 1988). Ces anticorps, dans le

des racteurs rhumatoides sont diriges contre les portions Fc des IgG, et

Al
]

leur afrinite a pu etre demontree <(MERLINI G. et al., 1986). Dans le cas
d’arthrite rhumatorde, des tests ELISA ont detecte la preésence de facteurs
rhumatordes de sovus-classe Igitd, oe gui peut aveolr des implications dans les
mecanismes de pathogenicite (COHEN P.L. et al., 1987). La determination du type
de classe IgN ou IgG par tests ELIS4 notamment, peut é&tre utile a la
comprehension du mecanisme condulsant & la production de l'une ou l'autre

J

immunoglobuline (LEVINSON A.L. et al.,, 1988:. L'importance pathologique de la

)

classe des avto-anticorps, I[gd ou lgG dans la madalie de Grave, ou la thyroidite
de Hashimoto est egalement etudice a ['aide d'anticorps monoclonaux specifigues
de ceg izotypes (WEETWAN AP, et al,, 1987, Les phenomenes auto-immuns associes
a la malaria chez I'homme sont etudiss de la méme maniere (ZOUALI K. et al.,

1986 1.

1.5.7, - suivi therapeutigue

fuisqgue les manitestations pathologiques de maladies diverses se traduisent par

)

des variations du taux d'lmmunoglobulines, celui-ci peut également devenir lIe

temoin d’'un retour a la normale ou de la persistance d'un etat pathologique. Le

1)

f

suivi therapeutique en est ainsi racilite.

Les candidoses orales sont des dermatoses tres Ireguentes. L’apalyse des sous-

0

d'lgd presentes dans la salive Indigue wune prédominance d'lghl

specitigues & (andida_albicans. Apres une therapie antifongique, le taux d'IgAZ

reste inchange mais devient preponderant gréace a une baisse des IgAl.

Les resuvltats obtenus par ELINA teéemoignent du svcces de la therapie (JEGANATHAM

S. et al.!.
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L'inflammation paradontale se traduit eégalement par une elevation du taux
d'anticorps die a une stimulation bacterienne (THOMAS J.P., 1981). L'effet d'un
traitement (immunotherapie, polissage, detartrage’, peut étre suivi gréce a
lrevolution des IgG, A et M, par un ELISA gui permet d‘etablir la phy-
slopathologie de la maladie et de comprendre ses mécanismes immunitaires.

La detection des IgM diriges contre [reponema pallidum est d’un interét
diagnostic considerable. La persistance de ces anticorps Iindique la presence
d'antigenes de treponeme et necessite la poursuite du traitement, Les valeurs
sont eétablies par un ELIS: moditfie, apres immunoprecipitation des IgG

(MULLER F. et al., 1987).

L'utilisation d’anticorps monoclonaux murins anti-sous-classes d’'lgG permet de
suivre Il'evolution de la syphilis a travers ses trois stades et de suivre

l'éventuelle apparition d'auto-anticorps (BAUGHN R.E. et al., 1988).

tertaines vaccinations — pouvant — présenter des  risques eventuels, un
serodiagnostic permet d'etablir l'etat immunitaire de 1l'individu. La mesure du
taux en IgM et en sous-classes d'IgG est treés sensible et specifigue grace aux

anticorps monoclonaux (LINDE G.A. et al., 1987).

L'allergie, qul est une manifestation pathologique de la reponse immune, se
traduit serologiquement par une augmentation d'anticorps spécifigues, alsement
duses par ELISA. Les IgEk gpécifigues sont habituellement doses par radio-

immuno-essais.

La capacite d'anticorps bloguants d'inhiber la reaction allergique est attribuee
aux lgU4 et quelguetols aux IgA (MEKMAN H., 1885). Leur role pourrait étre de
creer une competition entre Igk et lgG pour l'allergeéne, tant au niveau serique,
secretolre et cellulaire, et de diminuer ainsi la reaction anaphylactique. La
mesure de cette activité bloguante a ete faite par ELISA avec un anticorps
monoclional (HA BAIK LEE et al.,, 1988). L'etfficacite d'une immunothérapie peut

s’evaluer par l'apparition de ces IgG4.

Une technique ELISA Inversee de type sandwich a ete decrite (MIYAZAWA H. et al.,
1988). KElle possede ['avantage d'etre moins couteuse gue le RAST. (Radio-
Allergo-sSorbent-Test? propose par BOUSQUET J. et al.,, (1988). Le suivi d’une
desensibilisation par wun allergeéne montre une augmentation du taux d’'lgGd
gpecifigues (HANILTON R.G., 1988, ceci etant en accord avec les hypotheses
postulant une augmentation de cette sous-classe lors des expositions prolongees

& un allergene et des infections recurrentes.
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2.4, - MODELE STRUCTURAL DES [HNUNUGLOBULINES

Un distingue cing classes d’immunoglobulines <Ig) o lex IgG, IgM, igd, izl ot

lgk, dont la structure de ba identigue iz, 2.
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F(ab)l

Modele de la molécule d'immunoglobuline

Far. = fragment liant l'antigene, tous les acides amines des regions
variables ne sont pas impliques dans la liaison de l’'antigene, mais
seulement ceux appartepant aux regions "hypervariables"

Feaw = produvit de clivage comprenant les deux fragments Faw

F-. = fragment cristallisable; il est forme par les domaines
constants des chaines lourdes autres que CHI, Cette region comprend
les sites de rixation pour les recepteurs F. de plusieurs types de
cellules (macrophages, leucocytes polymorphonucleaires, basophiles)
H = chaine lourde

L = chaine légere

¢ = region constante

V = region variable

(d'apres LUCKENBACH G.A., 1987)
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et de deux chaines legeres (L), de 25 000 daltons en-
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nroche de 7o

vircn, Eiles sont reliees entre elles par des ponts disulfure,

L& chaine L existe sous deux types Kappa (K0 et lambda (A2, ne coexistant pas
slmultanement sur un méme anticorps, a cause d'un systeme genetigue d'exclusion

3

sileligue. Dans l'espece humaine, on trouve o0% des [g avec des chammes K. Lé

1 lied
chaime H existe sous neul formes diftrerentes ; Yi, ye, 3, ¥4, u, ol, w2, & et £,
determinant. l'isotype de Danticorps  ainsi  que de nombreuses  fonctions

ddiques.

e residus

ey

biologigues, A ces chaines H, sont branches de 2 a 14%
Les structures secondaires el tertiaires sont lournies par le repliement des

chaines polypeptidigues et leur wrranization en domaines de 110 amino-acides

comportant beaucf}up d'homologies de seguences. Les chaines L ont une partie o

dune chaine

(CL), la structure variable WL est difre

terminale constante

,-‘-

A4 Pinterieur des domalnes variatles VL et VH, 11 existe trols segments
hypervariables appelés (DKL, CLRZ2, CLR3, determinant la complementarite a

I

antigene. Par snalyse de dirfraction KX, on a pu determiner que ces trols COR

~+

etalent exposes a la surface de la molecule, Cez regions montrent evidemment

vne tres grande variabilité eptre lg (iig. 39
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FIG., 3 variabilité des amino-acides des domaines variables des chaines

lourdes et légéres des immunoglobulines humaines
Four une position donnee, on derinit par variabilite,le rapport du nombre
dlamino-acides differents trouves & cette position par la frequence del’‘amino-
acide le plus commun., Les acides amines s0nt etudiés par marquage d’affinite, 4u

o d'un certain bruit de fond de variabilite gqui existe tout au long des

des:

se distinguent nettement, separes par quatre regions de

N

charnes, trols pic

taible variabilite ! ce sont les trois CDR (d’apres KABAT E.A., 1971
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Chaine légere L

Chaine lourde H
Y & W+ Gl 4 charniere + Loz f UG08 ‘
M= W+ Gl o+ charndére + ol 4 Gl God 4+ polypeptide terminal  (IgM)

x = Ve o+ Gl # charnpiére o x4 Ga3 o+ polypeptide términal (lgd?

FIG. 4 Urganisation en domaines des chaines d'immunoglobulines,
Lez Iy membrapairez ont deg sequences O terminales hydrophobes

prerpettant H'ancrage d la membrane plasmigue (d'apres BURTON D.K.,

19860,

L& region charniere représente une zone de [lexibilite entre les domaines Cul

&2

P~
ol

L, U les chaines H cont reliees par au moins deux points disulfure. Cette
region est celle gul presente le plus de differences entre IgG differentes (Tab.
i)

Les lg presentent une grande diversite qui est die a trois types de variabilite,

<& L

1

b

isotypique, allotypigue et idiotypique.
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TABLEAU [
COMPARAISON DE LA SEQUENCE D'ACIDES AMINES DE LA REGION CHARBIERE ET DES
DOMAINES CONSTANTS DES IgG HUMAINES,
La séquence du domaine C¥1 des chaines lourdes des IgG3 n'a pas été déterminée.
d'aprés BURTOR D.R. et al. (1389)

Jomatne CYI Charnidre Domane C¥Z Domaine C¥3
0o ou AT VIR K ¥ RIS ¥ "o 5 2% W

118 Ala 26 Glu flu 6lu Glu I3 Ala 241 6ly

19 Ser : 217 FPro Arg Leu Ser 231 Fro ' : 47 6ln

120 The ! 218 Lys Lys Lys Lys 3% Glu FPro : : 45 Fro

1é Lys o : 219 Ser - Thr Tyr 34 Lew Val . Fhe 344 Arg

Vi Gly : 20 Cys - Fro Gly 235 Leu Ala : X a5 Glu

123 fro ‘ b Asp Cys Ley - 23k Gly - : : ME PP

tie Ser : - (ys Gly - 237 Gy : : 347 6ln

125 val o oo : - -~ fAsp - 3 Froo : ' 348 Val

126 Phe : 2 Lys val Thr - 29 Sar : : 189 Tyr

127 Fea : 2% The - Thr - 240 vai X ' 350 Thr

128 Leu ! : 224 His 6lu His Feo 241 fhe ' ' 351 Lau

123 Ala ' 225 The -~ The Pro 242 Leuw : ' 35: Fro

130 Proo ' 226 Cys Cys Cys Cys 243 Phe : : 383 FPro

131 Ser Cys Cys 127 Fro Pro FPro Fro 244 Fro : ; 354 Ser !

132 Ser ¢ 28 Fro fro Arg Ser 245 Pro : : 385 Arg o ¢ &ln

133 Lys Arg Arg 29 Cys Cys Cys Cys 246 Lys : ' 356 Glu :

134 Ser : 230 Peo fro Fro Pro 247 Pro : : 357 6lu

Yie Thr ' Glu 288 Lys : : 258 met

136 Ser : fro 249 Asp : ' 359 Thr

137 Gly Gly  Glu Lys 250 Thr : ! 360 Lys

138 Gly Ser  Ser Ser 250 Lew : : 361 Asn

139 Thr : Cys 252 Met : : 2 Gln

140 Ala ! 5p 253 e : : 363 Val

141 Ala ' Thr 254 Ser ' : 364 Ser

1S Lew : Fro 255 Arg : ‘ J65 Leu

143 6ly Fro 206 Thr %6 Thr

144 Cys Fro 57 Fro : 267 Cys

145 Leu Cys 250 Glu 368 Lew



20

sutte Tanisay |

Domatne C§3

i8] iys : Aryg 200 T : : : Lys | : .
A5 Asp ; Cys hoCys : ‘ Gly : :
i otyroo : Pro hiovatoo : ! Phe : :
i Fhe : Gy 03 Vai : : Tye : :
P81 fra o ‘ Pra e oVal o ' ' Pra ' :
N Gy : Lys M5 Asn ' : wer : :
I T , Ser WL var o : : fAsp :
L va : X Lys e Ler . : tle : !
155 Ty : 50 HyoMis : Gin Ala : :
15k val o : Thr Gl : ' Yal :

157 Sap ' Pro J Asp : ' Gly : '
a Teo ‘ D) T Pra : : frp '



21




22

9 La variabiliteé isotypique, portee par la chaine H, derinit 5 classes et ¢ sous-

)

o~

lasses d’lg, retrouvees chez tous les individus, Eile se situe sur les domaines
constants (variantes Isotyplques des regions () et variables (sous groupes de

variabilite). Chaque individu d'une méme espece pussede les geénes necessaires a

m

I'expression de chaque variant isotypigue <LEDER J., 1983).

Four ce gqui est des chaines legéres [, un seul variant isotypique est connu pour
ia chaine kappa, mais il existe plusieurs marqueurs antigeniques pour la chaine

lambda, dont le facteur Kern en position 154 (permutation glycine-sérine.,

2 La variabilite allotyplique, portee par certains individus seulement, d’'une méme
espece. Les allotypes sont des polymorphismes  geénétiques suivant un
determinisme mendelien et sont detectables serologiquement. Quatre systémes

allotypiques sont connus dans l'espece humaine : Gm, Km, Am et HV,

Les gpeciricites um sont portees par les reégions constantes des chaines lourdes

e}
o

gamna. Les specilicites Km existent sous trois tormes alleligues, Km'-<, Km'

Kni, associees aux chaines kappa <tig. 5 et rig. 6.

+ La variabilité idiotyplque caracierise un anticorps issu d'un clone specifique
d'un antigene. Les idiotypes sont portes par les reglons hypervariables des
chaines H et L. Les exons codant pour ies domaines V des chaines lourdes sont
produits par recombinaison de segments de genes V, ' et J Le grand nombre de
combinaisons pouvant se produire au cours de cette association expligue la
variabiiite lIdiotypique et les capacites de reconnaissance d'antigenes tres
variable, La variabilite idiotypique est donc specifique de chague anticorps et

peut Iinduire la production d'anticorps anti-idiotype,

2.2, - STRUCTURE DES IgG

s lgG humaines sont constituees d’un ensemble de molécules de type Hz L2, les

<

I
fis]

chaines L sont reliees aux chaines lf par des ponts disulfure situes entre Cl et

Gl
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Exprimes sur les 1961 et les
[363; comprend 3 variantas,

ka (= Inv) Chaines K Nécessite lhintegrité de la

<g§ég¢” structure quaternaire de }'Ig6

Domarnes ¥

Ry des chaines Deux variants

NN

Am <§§§§:t>
(jjjj;;J!!-g!.EB Fortion fea Qeyx variants des [gA2

Au moins 24 variants

& pour les Ig6l

fim <§§§t§t> ! opaur les Igbi
Portion fe 13 pour les g6
<§gé§5;> 2t domaine 7 non rattachas
Ch 4 une classe
F16, & Allotypes des immunoglobulines humaines

Liste des systdmas principauy d'allotypes des imsunaglogulines
humaines ot leur localisation ganetique,

0'apras HALE G, et al, (1988)
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mtly 0w Binta) i £y AGE- 20 Arg-Asp-Glu-tay
nbta (H) ou nbinial IR VI o bl ks Amg-Giy Biu-fet

Gl o Gimtg) {1 Ly A fiy

Gimts) oy Glgit) }i Ly iy Ary

Gl 0w Gimez) {1 Ly har Lys

Gamig) ] (Y 29 Tyr

BIMLZTY 0w
nGImLIT) ok nGintyg! 1,83 Lyz 296 Fra

Gomi 1) ou Gamint) ya (L A3 Fna

=

neEamt Y o absmin') IR S % 436 iy
nGAmeal IR IR VIR K Y 09 Yal-Lay~kig

nEAniL 1y Cys 209 Yal-1s

Aimt b (i 2R Fra,, Fro
fimit oy fart RV LAy, Arg
B i {n [CXTE ¥ Yal,, Leu
I i (o T fla,, Loy

B £ o PRI Ala,, Val

FIG. © Localisation probable de quelques allotypes et allo-isotypes humains

WILLIAKSON A.R. et al. <19537)
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{istinstion entre

choindiin

Ghomolagie structurale, La principale difference

(Ition de da region charniere.

Jlewr & la COmpos

== O

riche en proline et cvsteine, determine la flexibilite de Iz

molecule 2t sa susceptibilite a la proteolyse. La tlexibilite est importante, en

ce quielle permét une reconnalssance divalente de determinants antigeniques pal

) -

ie pozitionnement des bras Fab reiativement au fragment [Fo. La ilexibilite des

i est Jdirectement liee a la longueur de cetie region charniere, Far exemple, la

molecyle d'leGE, is

possode une region charniere de 47 amino aoid de plus gue la polecule d7igGi.

Ces seguences, comprenant plusieurs s Cystéeine, exp_qu vent certainement

SRImen L

et son catabolisme pilus rapide,

la molecule d'lgul, puis d'igur et

Lrequipe de GREGORY L. a jyopose, en 1966, un modele structural d'IigU 2n

anlution, ronde sur ces

de cette region

de la diffraction KX corroborent le jait gue la  longue
charniere, ain&l que la llexibilite qu'slle etabiit, permettent une activation du

copplement plus erriciente pour les 19Ul et lgGl gue pour les IgGz ou 1gGd.

Lre classes  d'lgGé  est  le point

Une autre  difference  structurale  enire  sous
d'attachement de la chaine legere 4 la chame lourde. L'attachement, qui se lait
par wune liaison disvlfure inter-chaine, s'effectue en milieu de la chaine lourde
des [gGl, alors qu’ll se trouve enviran au quart de la distance de l'extremite N

terminale des chaines lourdes des autres sous-classes (Hamilton R.G., 1887).
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Nodéles proposés pour les conformations en soplution des sous-classes

d’'IgG par GREGOURY L. et al. (1986)
LOB

comme reéférence.

IgGl particuliere ne possedant pas de region charniere utilisee

IgGs et IgGd ressemblent a la proteéine DOB.

Dans les IgG3, la region charniere est la plus longue.
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=3 OSTRUCTURE DES [gH

PRI DRy e Clng mononmelres ds Leyr =
ChATSS o wai ) T OmMDoy Fant ety et Joimes e oo haoia - ? ot relis s
ChQies o s srompor tent Quoltre domaines N Lhadiie monomers 250 relie Dl

ponts disglrvre au niveau des domaines CH . et ol L'estat de glycosylation des

Chéaames [ty s wn role cur lax polymerisztion de la moiéecule ‘Pavis AC, et al.,

J, dienviron Do 400 daltons,

Lo pentamere possede dono Jdiy sites de

2 augmente avidite ot [l'efricacite a

=ont CaracTer 1see

moleculalir

qui presentent des

homologies aveo la chaine [ (U, mals comporte (o

La chaine H

aminc- acides de plus, Cette zeguepce supplementaire seralt Impligués dans la

polymerisation, notamment par !'accrochement d'une chaipe de jopction J o sur un

en avant derniere pozition (Chevailler 4. et al., 1389,

residu cyst

deux

acides sur Soi, Deux allotypes =sont decrits A 2 m<l) et A 2 m22 gui portent

sur les amino-acides 212 a 22l

Les [gd exiztent sous plusieurs rormes monomerigues et polymerigues

1, tracheg-

Py

Danz les secretions de ['organisme [(zalive, larmes, liguide Intestina
bronchial, genito-urinaire, lait, colostrum’ existent Jdes [g4 secretolires,

rorpees d'un dimere d'lgd reilees par les chaines J et une pléce secretoire

au moment de I'exocytose, Lelte derniére favorises le transport des Igd

4 travers la mugueuse et proteglyse (rig. 87,
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b M
NS

I9A; ‘monomére I9A, A2m (1) monomere

composant sécretoire
IgA; sécrétoire

Structure des IgA

La structure schematigue avec la formation des domaines () est re-
presentee pour chacune des chaines polypeptidigues gul entre dans la
composition des IgA monomeres et secretoires : chaine a, chaine légere
chaine J et composant secretoire, Les extremites N- et C-terminales
sont indigquees (N et (), les ponts disulfures intra- et extra-caté-
nalires sont tigures par des pointilles ( d'apreés Chevailler A.et al.,

1988,
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2.5, - SIRUCTURE DES g

= Nt Jdes FIYyeoprotelnss Ccontenant trois domaines CH relfies par un seul pont

disulture. Elles sont riches en N acetvigalactosami

3

sl

La ditlerence la plus remarquable est une tres longue region charniere d’environ

SO amino-acides, comparable a celle de ['igUs, mals situse plus en amont . Eile

permet certalpement une grapde rlexibilite dans la position relative des deux

de ia molecvle, La zeguepce carboxyv-terminale e la region charniere

est extremement riche en résidus charge:s

L

(3 Arg, O Ly=, 10 Glur. Elle est susceptible aux proteclvess <t rend la molecule

Instable, ce gui Induit probiemss pour

I



ot la principale © drmmuniog i

LUriac e des [vmphocoyies I

DOUrradent joucr on Iele Jans la toderance

2.6 - STRUCTURE DES Igk

lak comportent gquatre domaines Clf =t deux popts disulfure entre les chaines

O

similaire & celle du monomere d’igh. Leur

lources H ). Leur structors

fragment Lo est probablement semblable a celvi des IgG

ilalson 4

ce gul e tradvit par le relarpage de mediateurs chimigues impligues dans 1es

phenomenes d'inilammation

207 - SYNTHESE, DRODUCTION ET DIVERSITE DES IHNMOROGCLOBULINES

29710 - Synthese

B

les lymphocytes

Lez jmmunogjobulines @ont des glyoopr

et leur des

o

ndance plasmocytaire. Leur production est sous la dependance de

plusieurs genes répartis sur (rols chromosomes

VL 20 a S0 geénesz), JL (pour la chamne de

Le chromozome © porte  les

Jonction Ji, CL d2 la chaine legere K.

Le chromosome S22 porte les génes VL 90 a 200 gépnes, JL et CL de la chaine

Le chromosome 14 porte les geénes Vi D pour diversitér, JH et CH

de la chaine lourde, Les genes CH sont dans 1'ordre

SCU O CYS Y L U - d — Cya- cyd -
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ne Jde jonction.

pour

constantes

Pour 1o charne H, 11 exi

eI b e aved L

Tharne jourde,

seuenoe Je Ja region G

;o

V2 Diversite

Ciing ecandsmes gensrent laodive

it

i Faand

N Eldalsons VA oet VN

2ok

aloons au niveau des

Yo Nl

4 - Mutation somatlgue ponctuslle da

wtion des

peut donner nal

de 1'ADN

rangements

cde combinalzons ditrerentes.

273 - troduction el propriétés

lg slimulation par un antigens,

produclion d anlicorps OV U

= epitopes dirferents de ceux de

molecule etrangere & l'organisme, comportant d

1’hote. La reponse Immunitaire primaire estl constitvee par des Igh 4 arfinite

2z basse, L'allinite de la reponse va augmenter par I'apparition au cours du

temps, d'lgl gui constituenl la repons condaire (fig. o)
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Répouse
anticorps Latence Néponse

10 000§~

Réponse secondaire

—~ primaire

1000 e e

T T ;
0 4 7 14 21 28 34
lere injection Zeme injection Jours
d’antigene d’antigéne

Affinité
moyenne {(~"

des anticorps
vy 1070

10 7 R

10 -5 X

T T T T T v 1 T 4 T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Jours

FiGg. 9 Développement de la réponse anticorps

D'apres MALE M. et al. (19880
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Tomplednant,

DTN

tition avec 1°lak

& mediation cellulalr AU
L meres vl fe [p2

S Himipunce modulation Clymphocytes

ko dehors e Jeur tomotion comiune de o r

stimule leur formation, les difilerentes

Tmminag iobulin
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TABLEAU II - CARACTERISTIQUES DES IgG HUNAIKES

sous-classe [g6 4 £ ¢ i £ F g
1967 148 000 15 0 25 4 ¢ +
1962 148 000 12 20 N (4} g #
1362 165 000 62 & g + 0 -
1364 145 600 2 4 25 - 4 4

4, Pords woldculaire (daltons!

£ Awipo-acige réglon charnidre (nondret
£ deotal 16

D Deas-vie (Jours)

£ Tiation complépent

£ Activrte bloguante (allargie?

& 7 Freation SEaphylocaioys

d'apres HAMILTON R.G. <1487, OCHS H.D. et al, (I

0O
Zo
ey
-
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TABLEAU III

FPROFRIETES BIOLOGIQUES DES 1gG, LIBEES AUX RECEPTEURS DE Fc EXISTANT A LA
SURFACE DE DIFFERENTS TYFES CELLULAIRES

Espdce ot Recepteur Constante Spacificats Fonctions
type cellulatre g'association  1sotyprgue possibles
/"- 1
Monocyte huwain RFei sl 1963, 1961296421962 Adhdrance
g2 particules
apsoni sdes
Folinyclearre Rfcr e 1963, 1961219642 [96. Aahdrance
hindin ae particilss
opsoni sées
cellvls T humaine Klck A e 1987, 136309642 [362* Iawuno-
1962 1963219611964 régulation
Flaguette humalne Kler 2 1963, 1961219620 L7604 Résction
inflasmatolre
Syacythotraphoblaste hfey I eI Lg61, 19632 3641962 Fassage trams-
sumdin placentaire
Cellule T himaine RFcy 250 e - Inwuno-
régulation
telluls T bumaine ffca . [gA2Mgd] Iasuna-
régulation
J Four 185 anticorps sous forme anondtrique, ot g8 1'1s5otype pour legquel le réceptewr a 1'af-

finite la plus gleves
b1 variable selop los exparinentatenrs
I'c = Fragment peptidique cristallisatble

= RFecepteur

a < Jhaine peptidique lourde des Igd
¥ % Lhame peptidigue lourde des IgG

M = Chaine peptidique lourde des IgM
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clevens i oiaboracoire, des J

[immanization ot la production o

as  immuniszations ont

Les Immuynizations s i humaines, c\‘
partir de servm de patients attelints de myvelomes oL provenant de la colleciion

dirfterents iots de

Cho1sl d'immuniser

Nows

A Labors

de proteinc

souriz, chagve lot aveo une zeyle Imméncsgicbuline Z2'ispotvpe particulier seion les

du tabledu eguips de

FPEVIEON. Leur sous-

1

= par recherche semi-quantitative

leur purete ont ete deteriklnzes

J .

des Immpunogiobulines

humalines <t par immunoelectrophoreése,
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TABLEAU IV
KECAPITULATION DES [MMUNISATIONS EFFECTUEES

SOUPLS IRRLRLSEES Imwunisation Fusions effectutes
Nowbre Espicas
7 balbsC 164 KRV (R ob1s
64,1, 64,2, 64,3, 64,4
5 balbsC Ly6d F@l (k) 64,5, 64,6, 64,7, 64,8
5 £10221 [364 Fof (50 64,8 64,10
5 £3lp/C 1962 BRI (L} g
0 )
balbsC Lt LAT (K} Hi
Baipsl [g6d LEN (£ Al
2 biozzl Il SAL (L} o1
Les immunoglobulines sont diluees dans du FBS sans azothydrate de sodium, et

terilisees par fiitration sur un filtre 0,22 pm MILEX (Sartorius).

i

1.3, - Mode d'immunisation

Lo protocole d'immunisation cholsl est classiguement utilise Ip vivo <(Bazin K.

et al., 1988,

L‘un des parametres essentiels a la reussite d'une fusion est la derniere

injection d'antigenes, Nous avons cependant experimente diverses modalites dont

sont resumees dans le tableau V, en sachant que la derniére

ez cajacteristiques

injeciion d'AG est un paramétre essentiel & la reussite d'vne rfusion.



T4BLEAU Vv Protocoles dimmunisation

3|

iCheanclogie " 2 4 5 5 7 8 10 12 13 " 16
Fu«onn S G Gbis G4.1 G4.2 G4.3 M1 G4.4 GA.S G4.6 G4.7 Gl.1 .G4.B G4.9 01
¥3 8R! ¥4 HRU ¥4 HRU ¥4 HRU ¥4 HRU M LAT ¥4 HRU %4 POI 34 POI ¥4 POI ¥3 BRI B4 POI ¥4 POL D SAL
BALB C BALB C BALB C 8ALB C BALB C BALB C BALB C BALB C BALB C BALB C BALB C BALB C BI0ZZ 8102ZI
 Cotdos nourTiciores 10% 10" 104 104 10M 0 ) 10Y Tl 0% 104 0 10% 0
Dwtrtnhm nbre M- . 240 240 19200 9600 9600 9600 9600 9600 9600 9600 9600 9600 10560 19200
Rwspnonynmcwe 1/10 1/10 1/10 1/1000 1/9 1/10 1/10 1/10 1/10 1/10 1/10 1/10 1/15 1/10
25 T 25 25 25 25T 25 25 25 25 25 25 25 75 75
sC sC sC sC sC sC sC scC sC sC sC sC P iP
AFC AFC AFC AFC AFC l AFC AFC AFC AFC | AFC - - - -
25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 75 75
AF} AF AF! AF1 AF AF} AFI AF| AF! AFI - - - -
25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 75 75
25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 75
25 25 25 25 25 25 90
25 25 25 25
25 25 25 25
25 150
25 200 90 150
] 25 25 25 25 25 25 25 25 43 86 200 - -
33 25 200 90 150 150
L1 ‘P 25 200 90 150 150

: intra peritontal

injoctés sont donnéce

on MiCrogr ammes

AFC : aduvant Freund comgplet

nourricierss sont constituees par o

AF1 : aduvant Freund incompiet

mact ophag

peritoneaux.

§e
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1.4, Determination du titre en anticurps apres immunisation

L Litre  en Aantlioor s JuU AL intraocovelneuss Jdof% SoUris

RSt Commion

|'T
|
L‘J

pour cette determination (LANE R.D, et A1., 1986
Le titre en anticorps est l'inverse de la derniére dilution du serum donnant ung
repopse  positive.  Les  Immunisations  sont repetees  jusgu’a obtenlr un  titre

approximatis d= 1 5 1o,

1.5, - Kappel avant fusion

Le protocole le plus classique consiste en upe dernisre Injecticn d'antigene 3

Jours avant la fusion,

La wvole intravelneuse, gul permel Jd’ingecter en une seudle fols une quantite

Lowe J. et al.,, 19827, mals delicate

importante d'antigene

realization, elle n'a pas 21e wtil
! £

4

Le swecond  protocole s'etale sur oun laps de temps plus Important et permet

dlutiliser souris immunisess anterieur2mpent. (! consiste en un rappel
J par vole intraperltor environ 0 moiz apres la derniere noiction,

suivi aux Jours § o 4, J - 3, J - 2 et j o L d'injections en quantite plus eleveg,

J eétant le Jour de la tusion. Les quantites Injectees varient de &

o 'immunoglobuline par Souris et par Injection.

2~ PRUOTUCULYE DE FUSION

La methode utilisée est celle de HAMKERLING G. (1981), egalement decrite par
KAZEEA 5. de St GROTH &, et al. «wady, O V.1, et al. <1980), GALFRE G. et al,
(19802, LARE R.D. et af. (1984, 19562

four reussir les premieres etapes d'une fusion, le myelome cholsi doit presenter
deux criteres essentieis, le premier etant de ne pas secreter lul-méme
d immunoglobulines gqui pourraient Interrerer avec les anticorps secretes dans e

surnageant des hybridomes en cultuvre.
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Le deuxieme critere est la deficience en une enzyme Indispensa

L

croissance cellulaire,

2.1, — Technique de _seélection
Nous avons cholsi de travailler avec la lignee de cellules myelomateuses Spz/0,

qui permet d'utiliser la sélection par le miilieu HAT,

Une cellule normale synthétise par vole de povo ses nucléeotides purigues., Cette
vole peut étre bloquee par 1'aminoptérine, un antibiotigue analogue de l'acide
foligue qui agit en inhibant la réaction de tetrahydrofolate reductase.

Les nucléotides purigues peuvent aussi étre synthetises par la vole dite de
sauvetage., Cette vole, catalysée par I'hypoxanthine guanine phosphoribosyl-
transferase (HGFRT), permet la récupération des bases purigues libres (fig. 1),
Les cellules myelamateuses csont dépourvues d’HGFRT, aussi lorsqu’on les met en

culture sur un milieu HAT <(Hypoxanthine, aminopteérine et thymidine), elles

0)

meurent, ne pouvant plus assurer leur synthese pucléotidigue. Si des cellules

celluyies

0

normales, en 1'occurence les lymphocytes B, sont fusionnees avec de 1
HGFRT~, les cellules normales apportent l'enzyme nécessaire & la synthese d'4DN
et & la croissance sur un milieu HAT.

Comme la culture de lymphocytes se révele en géneral impossible au-dela de
quelgues semalines, seules les cellules hybrides peuvent survivre sur ce milieu

selectif.

Afin de s'assurer que toutes les cellules myelomateuses sont HGFRT~ et afin
d'éviter la croissance de revertant HGFRT+, i1 est deéconseillé de malntenir ces
cellules en culture par repiguages successifs. La conservation se fera par
congelation. Un aligquot sera decongelé 3 semaines avant la fusion et cultive
dans du milieu KPMI - 10% SVF additionné de 4 ugsml de thioguanine., Cette
technigue de sélection a été décrite par Littlefield J.W., (1964) et utilisee par

Kohler et Milstein (187562,

Au bout de 2 semalnes de croissance des hybridomes, le milieu utilisé pourra
étre du KPMI - 10% SVF additionné d'hypoxanthine et de thymidine <HT), toute

cellule non hybride étant alors eliminée.
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L N

S-Amino imidazole

d-Carboxy-ribonucldotide

S-Foraido-inidazvle

4-Carboxanide ribonucldotide

» /nosine sonophosphate

Hypoxanthine
Hypoxanthine guanine
phosphoribosyl transferase

(HBPRT}

— Guanosine monophosphate (6F)

Guanine
(ou &-thioguanine) /\

FREF FF

Thymiding

Thysidine kinase

8OF ————pr J6OF
Rk & 6TF aolf

—a7IF #0*0

dm —-070F

r| Thymidylate

/\

synthstase Jqeir dqATF
var P JUOF - JUNF
FIG 10 Yoies métaboliques Intervenant dans la synthése des acides

nucleiques.

Lorsque la vole principale est bloguee par un analogue de l'acide folique tel gque

l'aminoptérine (%), les cellules dolvent emprunter la voile secondaire utilisant

I'HGFRT et la thymidine kinase.

Les cellules HGFRT peuvent étre selectionnées avec du milieu contenant de la &-

azaguanine(\“, qui est Incorporee par la voie de 1'HGFRT (d’apres Goding, 1986),
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Apres encore deux semaines, on peut utiliser du miliev R FMI ~ 10% SVF, et ce

Jusgu'a la fin des manipulations.

Cette technigue permet de sélectionner des hybridomes contenant a la fois le
chromosome X des lymphocytes B, portant le gene HGFRT et les chromosomes

contenant les locus codant pour la secretion d'immunoglobulines.

2.1.1. - Cellules myélgmateuses
La ligneée cellulaire SpzZ/0 de myelome de souris Balb/C provient de ATCC

(American Type Culture Collection).

Les cellules sont conservées par congélation dans 1'azote liquide. Adpreés deécon-
gelation, elles sont cultivées sur dy milieu de culture KFPMI 1640 (SEFQMED,,
BIOCHROM KG, Berlin, RFA), additionné de 2 X 10%N de glutamine, de 5.10% ug de
streptomycine DIAMANT 608.4 (Diamant, Futeaux, F), de 5.10¢ unités de penicilline
DIAMANT 4642, et de 10% de seérum de veau foetal (SVF), (EUROBIQ, Faris, France),
Ce myélome est non sécréteur d'immunoglobulines, sensible au HAT et HGFRT. Les
réevertants HGPRT* sont inhibes par culture pendant 1 & 2 semaines sur milieu
additionne de thioguanine (4 ug/mll). Avant la fusion, les cellules sont cultivees

sans thioguanine pendant 8 jours

Z.1.2. - Splénocytes

Les lymphocytes théoriguement en phase exponentielle sont obtenus apres
prelevement de la rate de l'animal sacrifie, La rate est broyée dans un potter,
les cellules suspendues sont collectées et centrifugées dix min a 400 X g
(centrifugeuse RC 1000 JOUAN). Le culot est alors dilué dans 10 ml de Dulbecco’s

Q-

FBS, pH 7,5, NaCl 130 nM, Na:HFO.5mM, KH-FO.InM, MgCl. 0,6 ml, CalCl: 0,6 mM,

Les lymphocytes sont alors comptes grdce a une cellule de THOMA apres
coloration de Turk (vioclet de gentiane 200 X 10~% g, acide acétique 98% 5,3 g,
eau distillee g.s.p, 100 ml). Cette technique histologique permet un comptage
aiseé des lymphocytes et des macrophages, seules cellules intactes et légérement

colorées apres la lyse des hématies par l'acide acétique.
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2.1.3. - Nacrophages péritondaux

Deux ou trolg souris Balb/C adultes sont sacrifiees, la peau de l'abdomen est

passee a l'alcool a 70% V/V puls retiree. Lnviron 10 ml de KRFMI sont injectes

dans le peritoine puls reaspires apres massage doux de 1'abdomen,

Le liquide reéecupcre est alors centrifuge 10 min a 400 X g <(centrifugeuse KC

lead JOUAN? & température ambiante. Les cellules du culot sont alors comptées

grédce au colorant de Turk et conservees sur de la glace jusqu'a utilisation.

2.d.4. - Agent de fusgion

L'agent rusogéne est le [IPoly-ethylene-glycol pur type 4000 (FEG) (KOTH,
Karlsrvhe, RF4), 0 g de FRG sont autoclavés pendant 45 min afin de liguéfier le
compose, puls ajoutées a 28 ml de DFBS a 15% de diméthyl sulfoxyde (DMSC)
(MERCK, Karlsruhe, RFA).

La solution est alors stable, sterile et utilisable pendant plusieurs mols.

2.1.5. —_Milieux utilisées

La culture cellulaire des hybridomes se tait svccessivement sur RFMI, HAT et T,

dont la composition est deécrite dans les tableaux VI et VII
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TABLEAU VI
RPMI 1640 - COMPOSITION DU MILIEY DE BASE
Hoddes apinss de forge lerogers  mgs!

Aclde aspartiqus 20

Acide glutanique 20

Arginine 2e0

Asparaging be

Cystine 50

Glutaming J00

Glycine ¢

Histidina 15

Hydeoxypoline 20

Isolowcins &0

Leurine s

Lysine HCI 40

Héthienine 15 Juires cogposants  mysl
Fhinyialanine 14 Glurose 200
Froline 20 Glutathion rédult !
sérine 0 Rouge phénol $
Thréonine 20

Triptophang 5

Tyrosine 20

¥aline 2

(i taninas sala g 3

Acide folrgue / Na(] & o0g
Biotine ¢ kel 400
Fitamine £ 12 @, 008 KO:KF0s, 7H:0 I8l
Fantothenate oo caleium 025 Wgsle, TH-l log
Chiprurs de choling 7 Nab (s 2 g
Imosital 25 Ca (N0s)z, dH:0 100
Kicotinamide /

praninobanzosque aclde !

Fydoxing HEl /

Riboflavipa 02

Thiamine HCI /
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TABLEAU VII

Préparation du miiieu de culture et des milieux de sélection

NI [ S04 (Flow Laboratories, ()

Hrpoxanthing 5000 ph
Ap1noptarine 20 X
Thymadine o0d ph

Solution KL S0 (Flow Laboratortes!

Kepoxanthine & 00w
Thewrdine 800 uh

RENT 1640 500 wl

Naki 0+ (0,20 mAls g
Streptomycine DIAMANT 6084 5,10 my
Fepiciliine DIAMANT 4642 §o1ee
Prruvate de sodiem (Seromped) 15 (P
SVF chauffe 3 86°C 18 (1

‘ reg“rﬁ! !Eﬂfﬂi’

Leglutamine (Signa) X 107N (51 Qe ailiew est prat Seputs plus ae 15 jours!
FAT Sa¥ 10wl

KI5l el selon le ras
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2.1.6. ~ pPeroulement _de la fusion
La fusion s'’etfectue en milieu sterile, sous hotte a flux laminaire afin d'eviter
tout risque d'infection fongique ou bacterienne. Avant la fusion, tous les mi-

lieux sont mis auv bain marie a 37°C.

suivant  le « ‘tab, ¥, difterentes quantites < X 1v7 a 3,7 X 108 de
lymphocytes sont melangees & des cellules myelomateuses de fagon a avolr un
rapport variant de 1s1¢ i /1000 dans un tube a centrifugation, qui est alors
complete a 50 ml avec du [DIBS prealablement chauffe a 37°C. Apres une
centrifugation de 5 min, a 400 X g et & 15°C, le surnageant est elimine par
retournement du tube. Le culot est alors doucement remis en suspension par
tapotement dans [0 ml de milieu,

On ajoute alors aux cellules | ml de solution de fusion, goutte a goutte et sous
agitation pendant 45 s, Le processus de fusion est alors stoppé par addition de
50 ml de DFBS en trois fols pendant 30 s afin d'éviter de brusques variations
des conditions de pH, Aprés une centrifugation de 5 min a 15°C et 400 X g, les
cellules sont remises en suspension dans un flacon ~vec 120 ml de milieu de
selection HAT. On ajoute alors 6.10% macrophages péritonéaux dans les cas des
fusions effectuses avec un apport de cellules nourricieres. La suspension
cellulaire est alors distribuee & raison de 100 wul par puits dans des
microplaques de culture (96 puits, COSTAR, France), en prenant soin d'agiter la

suspension régulieérement afin d'eviter que des cellules n’adhérent au flacon.

Les cellules sont alors cultivées pendant une semalne dans un Incubateur a 37°C,

5% de CO» et 95% d'humiditeé.

Les colonies cellulaires sont observables avec un microscope a contraste de
phase inverse, 100 ul de miliev HAT sont alors ajoutes dans chaque puits, et les
cellules sont remises dans l'incubateur, La culture se poursuit alors et des
changements de milieu par aspiration et ajout de milieu neuf sont effectués tous
les 2 jours.

A partir de z semaines de culture, le milieu préleve dans chaque puits peut étre

testé par ELISA sur un revétement d'immunoglobulines d’isotype recherche.
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& - METHODES DE CLONAGE

Le clonage est une etape essentielle 4 1'obtention d'anticorps monoclonaux
secretés par un clone, provenant de divisions successives d’une cellule mére
indifférenciée et unigue, Le clone pe contient donc gue des cellules pheéenotypi-

guement et genétiguement identiques,

Un premier clonage sommaire s'effectue grdce a la separaticon physique des
cellules par la distribution dans un nombre Important de puits de culture,

variant ici entre 240 et 21 1.7,

La technique de dilution limite suivant une loi de Foisson (Coller H.A. et al.,
19862, est la plus repandue pour 1’obtention d'une lignée cellulaire homogene,

C'est une methode valable pour obtenir des hybridomes stables,

FROTOCOLE DE LA DILUTION LINITE

Le but deésire est d'obtenir des clones cellulaires. Four cela, les plaques de
culture doivent presenter moins de 30% de puits avec une crolssance cellulaire
(Mac Kearn T.J., 1982). Le=z puits saont observes une semalne apres la fusion au
microscope Inverse, Lorsqu’un ou plusieurs clones sont détectss dans un pults,
celui-ci est mis en suspension dans du milieu de culture et wun aliguot de 100 ul
est préleve et déposé dans un hématimétre pour un comptage cellulaire. Un calcul
permet alors de determiner le volume de suspension cellulaire g prélever afin
d'obtenir une concentration finale de 2,6 X 10% cellules/ml, gréce a deux

dilutions successives de 10 en 10,

Les clonages s’effectuent sur des plaques de culture stériles de 96 puits
(COSTAR?. Chague moitié de plague est ensemencée, soit avec 25 et 50 cellules au
total, On aura donc en moyenne 0,5 cellule par puits dans une demi-plague, et 1
cellule par pults dans l'autre demi-plague. UOn dépose 200 ul de suspension

cellulaire par puits.
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Apres wne dizaine de jJours de culture pendant lesguels le miliey a éte rencuvele
1

par aspiration et remplace par du miliey neur toutes es 48 heures, une

ohservation au microscops permet de détecter les puits ou 11y a croissance

cellvlaire. Lorsgu'il y a suifisamment de cellules, le surnageant de culture peut
dtre  preleve sterilement alin de proceder au test [LLISA qui permettra de
detecter w1 la gpecificite des AC secretés correspond a celle recherchee,

Trois sifs sont necessalres avant de pouvolr obtenir des clones

specitiques. Neanmoins, des clonages supplementaires peuvent s'avérer neces-

1

saires. Le dépistage est une méthode permettant de verifier la clonalitée des
cellules : lorsque tous les puits ou une croissance cellulaire existe donnent des

reponses positives, l'on peut considerer que le clonage est termine,

4 ce moment, on peut proceder & l'etape suivante qui consiste & étendre un clone

par passage successit en pults de & ml puis en boltes de 25 et 75 cm~.

4 - DHETECTION DES CLORES SECRETEURS

La principale techanique que nous avons cholsi d'emplover est un Immuno-dosage
en phase soplide dénommé E.L.I.S.A. (Enzyme linked immuno-sorbent-assay), la deu-
xieme technigue est celle des dot immunobloti qui repose sur le méme principe

de dosage immuno-enzymatique non competitir,

Les deux technigues sont couramment utilisees pour la détection des anticorps

monoclonaux (Bremnaud DK, et al., 1886) (Faolucci F,, 1986).

Une précaution essentielle & cette étape du travail est le choix de ['anticorps
que l'on fixe sur le support solide,

L'antigene d’immunisation provogue lul-méme la rformation d’anticorps dirigés
contre ses propres epitopes, autrement dit des anticorps anti-idiotypes. Ceux-ci
vont eévidemment reconnaitre la molécule qui a servi a l’immunisation., Il est
donc évident gue pour éviter des réeponses positives abondantes el surprenantes,
11 faut choisir wn anticorps difféerent de cette molécule pour le test de

détection.
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L'anticorps gque l'on desire détecter est representé par l'anticorps de souris
secreté par les hybridomes., Il peut former un complexe anticorps antigene avec

l'antigene adsorbé sur le support solide, polystyrene dans le cas du test ELISA,

nitrocellulose dans le cas du blotting.

Le complexe AG/AC gul se forme est deétecté grace a un zZeme AC anti-anticorps de

souris, couplé a une enzyme, la peroxydase de raifort.

Le complexe iwduno-enzymatique qui se forme, donne une coloration proportion-

nelle a la quantite d'antigeéne presents dans le surnageant de culture (fig. 11),

AN

Substrat §

NN
Y
+
+
l
NN
9

Substrat S oxyde

Fhase solide Tmnunoglo- Anticorps Anticorps conjugus Complaxe
buline de sourls d ['enzyae insuno-
humaing (A} (AC} anzynatique
(A6}

FiG, 11 SCHEMATISATION DE LA TECHNIQUE ELISA
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4.1.1. - Tampons et sopiutions utilises

# Revétements des plaques

Les plaques de microtitration de 24 puits (COSTAR) sont revétues avec une
solution d'immunoglobulines humaines, dans du carbonate de sodium 50 mM, ajuste
a pH 9,6 avec du NaHCOs: solide, de concentration variable de 0,66 a 2,60
Hg/ml.lLes Iimmunoglobulines employées sont des protéines purifiées provenant du

laboratoire, dont les caractéristigues sont présentées dans le tableau VIIL

CUes protéines sont stockéss sous torme lyophilisee, dpres dissolution dans le
tampon carbonate, la concentration en proteines des solutions obtenues est
véririee par spectrometrie d'absorbance a 280 nm.

La loi de Beer-Lambert permet de determiner l'absorbance A connaissant le
coefficient d'extinction des proteines pour un parcours optigue {(cuve de quartz)

t une concentration de lk(m/v),

®

1%
A = 14
lem
Les diverses solutions utilisées pour le test sont rassemblees dans le tableau

IX,
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TABLEAU VIII - CARACTERISTIQUES DES INNUNOGLOBULINES ENPLOYEES

o CLASSE SOUS CLASSE TYFE
GAZ 6 / K
GIN 6 / L
HCH g / L
RAS 6 / K
k6 6 / K
S g 2 K
NIC g 2 K
RAD 6 2 L
RAl 6 2 L
ERL § 3 L
nET 6 2 K
REN 6 3 k
StA 6 ? K
CHA | 6 4 L
BEN 6 4 k
FiN ) 4 L
HRU 6 { K
Kl ¢ 4 L
Fal 6 4 k
Fol 6 4 K
BER 6 / K
CHE £ / K
LAR 6 / L
THE & / K
5i6 & latd

Bl A / &
LEN 4 / K
LOF A ! K
ROE A / k
IRE A / L
bic n L
bUN L K
DES 4 K
GAT M K
La7 H K
ol JA K
2 L
43 JA L
LIN I L
AL 4 L
LAK I L

T

(volr suite tabkleau page sulvalic
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Suyilte tableau VIIT

Chaines legeres vOE L
KEFN L
NRIII L

Chalnes legeres ART K
BOUN K
CHE K
HEN K
ROUS K

KFragments Fab SO0 K
GEN L

I FC + F'C BER
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TABLEAU IX
SOLUTIORS UTILISERS POUR LA MISE EN OEUVRE DU TEST ELISA

wolutions_de_lavage

¥ PB.S., (phosphate buffered salipne? - pH 7,4

Nacll 130 ml
Na-HF(4 5 mM
KH:FOu 1,5 mli

¥ FLEY, Tween
F.RS,

v,

Tween 20 (Sewa) 0,05 % m/V

Solution_de saturation

F.B.S.
B.g.4, 1 % msV
Azothydrate de sodium VRN, V')

eolution de lanticorps conjugue a_l'enzyme (LTAGO, Burlingam. US42

Anticorps de chevre anti-anticorpes de souris,
couple a la peroxydase, anti —(gG + IgM) H + L), dilue au 20 000eme (V/V)

dans du FBY Tween

Solution de revelation pH ¢

Four le substrat 3, 3', 5, &' tetramethyl benzidine (ITNB) . acétate de sodium 140
wl ajuste a pH ¢ avec de l'acide citrigque 100 mH
Tour le substrat OFD @ phosphate bipotassique 100 mM ajusté a pH 6 avec de la

soude 1IN

Splution d'arrét _de la réaction

Acide sulfurique 2N
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tans un premier temps, le substrat urild © ete Jortho phenylene-diamine
CPDY, GGMAY et 1MH Qe 4 Z0% i
L'OiD etant un compose tres volatile et repute cancerigene, nous avons prefere

utiliser pour la suite fe ITME (FLUKA» Les periormances des deux procedas ont

ete comparées par d’avtres chercheurs du laboratoire et s’averent semblables.

¥ Solution extemporanee d'0FD ¢ L0 ml par plague OFD 1% (M/V) dans le tampon
de reveélation phosphate de potassiuvm, 100 mM, pH 0 - Ajouter 4 ul d’H:(: a
S0% (Vv

¥ Solution extemporanee de IMB . 10 ml par plague, Fréparer upne solution
Stock de TME 10% «(p/V) dans le DMSQ (MERCK, Karlsruhe, RF4). Se conse.ve
18 jours & + 4°C et a l'abri de la lumiére,
Dilver extemporanement 100 ul de la solution Stock dans 10 ml de tampon
de révélatoin phosphate de potassium, 100 mM, pH 6.
Ajouter 4 ul d'H.Cx & 30% (V/V)

¥ Temping de la réaction

Témoin negatit : P.B.S. TWELN
au milieu de culture RFMI i640 + SVFE 1¢% VsV

ou serum de souris non iImmunisee dilue au 1500

Témoin positif : Concentre de surnageantis de culture de différents clones
connus pour leur positivite,
ou serum de souris immuniseée dilue au 1/500
ou anti-[gG3 274 a 0,91 mg/ml

(Madame Francoise GERARD, Centre de Iransiusion de Liege, Belgique)
ou  anti-lgG4 VBY4 14D 11 & 0,8 mg/ml

(Monsieur VALLET, Universite LAVAL -~ Québec)
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4.1.2. - Hode opeératoire

4.1.2.1. - Revétement des puits avec L'AG

Un diztribue 75 ul par pulits de solution de revétement de concentration variant
de 0,00 & 2,00 ug/ml.

in

Incuber les plagues une npuit a 4°C,

4.1.2.2. ~ Saturation des sites aspécifiques

La plague est vidée par retournement puls lavée trois fois au F.E.S. Tween dans

un laveur de plagques TITERTEK (Flow Laboratories, FUTEAUX, FRANCE),

)

Cn distribue alors 150 pl par puits de solution de saturation. On incube 2 h a

370 Les peuvent  Stre  conservées plusieurs semaines & o+ 470,

)
g
bes
Y
=
o
n
3

de maniere hermetigue, L'incubation peut aussi se falre une nuit a

4.1.2.3. - Jfpcubation de la solution d'apticorps de souris

La plague est & npouveaw laves 3 fols au P.ES. Tween, (Un deéepose la sclution

d'anticorps pure ou diluée dans le PB.S, (surnageant de culture, liquide d’ascite

eluats chromatographiques,...’, & raison de 75 ul par puits.
Chaque plague recoit un tempoin positif et negatif, Chaque dilution est testee en
doulile

L'incubation peut se faire 2 H a o+ 37°C (ou 12 H a + 47)

4.1.2.4. - Kéaction enzymatique .- Keveélation du complexe AG-AC

Apreés 3 lavages au FP.B.S. Iween, on ajoute 100 ul par puits de solution du

o

conjugue, Les plagues sont misez & Incuber a + 37°C, une heure exactement.

n

La plague doit #étre lavee fois au F.B.S. Tween ot une derniere fols avec le
tampon phosphate de potassium pour 1'UFD ou avec le tampon acétatescitrate pour
le TME.

100 wl de sglution extemporanée de substrat sont ajoutés dans chague puits,

La reaction enzymatique s'effectue, donnant un substrat oxyde, dont la coloration

apparait en une dizaine de minutes,

o)

La reaction est stoppee par addition de 25 ul par puits d'acide sulfurigue 2 M,
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La coloration est alors lue aver un spectrophotométre I'ITERTEK avec un filtre

adapte, 492 pm pour 1'OFDR, 450 am pour le THB,

4.1.3. - Nise au point du test
La speécificite de reconnalssance des [Ig adsorbees a éte contrilee par les
reponses obtenues avec l'incubation d'anti-I1gG3 a 0,91 mgs/ml et d'anti-IgGd a

0,2 mgs/ml et de temoins négatifs.

La sensibilite de 1'ELISA a ete déterminee en effectuant des tests avec les mémes
revétements a différentes copcentrations, ainsi que l'anti-IgG3 a 3 dilutions
rame, 2 X 1000 et 107 Les solutions meéres d'immunoglio—bulines ont ete diluges

de maniere & obtenir

200 ngspuits - 100 ngs/puits et 50 ng/puits
< (@] (&)

4.2, - Dot _immunoblott

4.2.1, ~ Réactifs

Les reactifs utilises sont rassembles dans le tableau X

4.2.2. - Frotocole du test

4.2.2.1. - Revélement du support

Frepdre un filtre de nitroceliulose quadrillée <(Millipore). Travailler avec des
gants atin d'eviter toute contamination de la nitrocellulose.

Depozer wvne goutte de 1 ul d'antigene <(anticorps humain) dans du T.B.S. a la
dilution cholisie, sur chague carre du guadrillage.

lftiliser une pipette délivrant un ul (HAMILTON).

Laisser sécher une heure & temperature ambiante
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TABLEAU X
REACTIFS UTILISES POUR L4 MISE LN OLUVRE DU DOT- INHUNOBLOTT

swlution de lavage
r.B.S. 50 mK, Tris HCI, pH 7,4
NaCl 200 mM

Solution de saturation

I'B.5 50 m¥, Tris HCI, plf 7,4
Caséine (FLUKA) 1,5% Hs/V)

Solution de copjugué epzyme-anticorps

C'est un anticorps de chévre anti-anticorps de souris couplé a la péroxydase
Anti-igG I + L) (KORDIC) 17500 V7V
r.B.5, 50 mK, Iris HCI, pH 7,4

Solution de révélation

x Solution Stock : (conservation gquinze jours, 4°C, obscurité)
4-chloro, 1-naphtol a 3% (M/V) dans du méthanol
¥ Splution extemporanée

Solution Stock

T.B.5 6 % Vsv)
HelOz S0% VAV O, 4 e VSV

Anticorps monoclopaux de réference
Anti-IgGl, anti-IlgGz, anti-IgGs, anti-1gGd BIO-YEDA <(lsraél), anti-IgG UNIFPATH-

OxaIn dilugs & 171000 et 1/750000 dans du T.8B.5.
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4.2.2.2, - Saturation des sites aspécifiques

Additionner 2 ml de solution de saturation dans une boite de Fétri ou est deéposs

le 1ilwre. Laisser incuber 1 h & 37°C, puis aspirer 1’excedent de soclution de

saturation,

4.2.2.3. - locubation de la_splution d'AC

Ajouter 1 ml de solution d'anticorps de souris, pure ou diluée dans le T.B.5.,

dans un tube de 2,5 ml.

Incuber une nuit a + 4°C (ou 2 h a tempeérature ambilante), sous agitation,

4.2.2.4. - Dépot_de l'anticorps conjugué a l'enzyme

Incuber 1 ml, 2 h & temperat:re ambiante et sous agitation. Eliminer 1’sxcés par

aspiration

4.2.2.5. - Réaction enzymatique

Laver quatre fols a trois min d'intervalle avec le tampon I.B.S.

Ajouter 1 ml de solution de revelation dans le tube,

Laisser incuber 20 min & temperature ambiante et aspirer la solution de
révelation. Stopper la reaction par 3 lavages a l'eau distillee,

Laisser secher.

Les filtres doivent étre conserves a l'abri de la lumiere. La coloration est

evaluce &4 l'oeil ou par densitoméetrie (GRETAG, Regensdorf, Suisse),

4.2.3. - Hise au point du test

La sensibilite est testeée par difféerentes gquantites de revétement

500 ng par dot - 200 ng par dot - 100 ng par dot et 50 ng par dot
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Do BELECTION DES CLUNES DESIRES

vahles danps les puits de culture, e

cellulalres sont obSer

surnageant peult étre recolté aiin d'eétre teste par la methode choisie,

Le surnageant est preleve sous hotte a flux laminaire afin de préserver la

culture des micro-organismes et champignons,

Avec des micro-plagues de 96 puits, on recolte 150 ul par puits, avec des
plagues de 24 puits, on peut aspirer 1,5 ml de surnageant. La majeure partie de
nos  rusiopns ont eté effectuses sur des microplagues de Y6 puits, ce qui ne

permet de tester les anticorps secretes gue sur une seule specificite (1), Or

)

des  test: croisés s'averent necessaires pour selectionner des hybridomes

i

monospécifiques, Arin de nous permettre de tester simultanement sur plusieuvrs
proteines de revétement Fl el Fz de sous-classes differentes, nous avons dilue

les surnageants de culture de maniere & avoir des volumes autorisant plusieurs

Le ier test permet d'eliminer les pults qui donnent des reponses positives dans
les 2 cas, alfin de ne garder qu'un clone potentiellement monospecitigue.

e puits est alors clope a nouveau et des que son état de développement

cellulaire le permet, testé a nouveau sur la proteine recherchée et sur une 3eme

proteine ((F&J). La techmnigue peut é&tre aussi poursuivie par un test sur une

quatrieme protéeine (P4) d'isutype different de F1, [z ot F3 <fig., 12,



Observation des puits au microscope

inversé & contraste de phase

¥

Clones & un stode de Puits ne présentant pas de

croissance celiulgire

développement avancé

test n'1 sur pt

| Réponse ~ |2 l

Réponse + pour I'AC recherché

clonage n"

test n2 ( test croisé sur 2 protéines au moins P! et P2
J Réponse + sur les 2 plagues

puits congelé ou éliminé

L Réponse — r *

Réponse + uniquement sur lo plaque

revetue avec lg protéine désirée (P1)

09

secrétion monospécifique clonage n2

test n'3 (test croisé sur P1 et P3)
‘1 Réponse + sur P1 et P3
puits congelé ou éliminé

L Réponse — }

Réponse + uniquement sur P1

clonage n'3

test n'4 (test croisé¢ sur P1 et P4)
ol Réponse + sur P! et P4

I anticorps plurispécifique

[ Réponse —

réponse + sur P1

=> AC monospécifique

suivant le cas, clonage n'4 ou extention

test nS sur lo batterie de protéines

Exemple de stratégie : recherche d'un anticorps anti-IgGl

IgGl différent de celui qui a servi & l'immunisation

Schéma chronoclogique du clonage
Pl, F2, F3 et P4 sont des proteines, immunogliotulines humaines P1
F2 = [gGZ « P3 = IgG3 < P4 = IgG4

Figure 12

d'isctype ditterent
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6 - CULTURE - EXTENGION - COBSERVATION

En dehors de la semaine qui suit la fusion en elle-méme, les hybridomes
necessitent une survelllance reguliere avec changement de milieu toutes les 48
hy e temps de doublement efant lres rapide,

Apres  les etapes de clonage, I'hybridome wobtenu est étendu par passages

successils et progressifs dans des volumes de culture supérieurs <z, 10, 30 mlJ,

A ce moment, 7 methodes sont possibles pour la culture du clone, in vivo ou in

vitro.

6.1. -~ Methode in vitro

t permet ume recolte de 25 & 28 ml

9]

La culture se poursuit en Iflacons de 75 cm~

de surnageant tous les 2 jours.

6.2. - Méthode 1p vivo - technigue des ascites

Des  hybridomes, Injectes Intraperitonealement dans des souris, Iinduisent la

production de tumeuwr et de ligquide d'ascite & concentration élevée en anticorps.

Les souris cholsies doivent étre de méme espece gque celle dont deéerive le

myelome initial,

Des souris dgees de 0 a 8 semalnes environ, regoivent une injection Intrape-
ritoneale de 0,5 ml de pristane (Z, ©, 10, 14 tetramethylpentadécane) (SIGHA)
(HOOGENRAAD KJ. et al.,, 1986.,

10 jours apres, on Iinjecte par vole intraperitonéale 0,5 ml de milieu de culture

KFPMI contenant &5.10% a 107 cellules,

Il se developpe alors une ascite evaluce a 1l'ceil aw bout de 10 a 15 jours. Le
fluide ascitique peut alors étre preleve ! les souris sont sacrifiées et la peay
de 1’abdomen decoupée, Le liquide est preleve stérilement dans le péritoine, puls

centrifuge.
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Le surnageant recupere est Immediatement congelé afin d’eviter toute degradation

par des proteases endogenes,

Un recupere environ 4 a4 6 ml de liguide d’ascite par souris,

6.3, - Conservation

Far preéecaution, tout clone Important doit étre gardée en culture de tfagon
continue. {(n repiguage régulier en boites . 25 cm* assure une croissance
reguliere et permet d'effectuer un test de stabilité au cours du temps.

Deux jours avant la congélation, les hybridomes sont repiques dans deux boites

de 75 cm<. Au jour de la congélation, les cellules sont théoriquement en phase

D

exponentielle. Une observation au microscope permet d'evaluer leur etat et
d'eliminer toute suspiscion d'infection par des micro-organismes. Un test de
viabilité par exclusion du bleu ITrypan peut étre utilise : ce test gquantitatif
permet de compter le pourcentage de celiules mortes qui sont Identifiees par
leur permeabilité a un colorant, le bleu Trypan., Cette méthode a été

standardisée par Schreck (1¢43),

Les cellules sont mises en suspension et 107 & 107 cellules sont reéecupérees
puis transféréees dans un tube conique stérile de 50 ml. Il sera centrifugé & min
a 400 X g

Le culot est remis en suspension dans 2,5 mil de SYF. On aura pris soin de
preparer & cryotubes dans un portoir spécial, permettant de travailler sur de la

glace pilee.

500 pl de suspension cellulaire sont délivrés dans chague cryotube. Un volume
identique de SVF contenant 10% de DMSO (V/V) est ajouté rapidement, amenant la
concentration finale de DMSO & &% Les cryotubes sont alors placés dans une
boite de polystyréne a - 70°C pendant 12 heures, puls transférées dans ['azote

liguide, ceci afin d’effectuer une balsse progressive de la température,

Le DHSO est un agent cryoprotecteur qui se révele toxique pour les cellules a

concentration supérieure & &% et a température ambiante.
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Un prendra donc soin de travaliller & + 4°C pepdant toute cette mapipulation. Les

caliules peuvent étre conservees alnsi pendant de longues periodes. Le processus

de décongelation est une opération delicate, gui dolt étre menee rapidement.

Le culot dwit étlre deécolle le plus rapidement possible en plongeant le cryotube
dans un balin marie & 37°C, puls transvaseée dans un volume important de RMFI,
dans un tube conique qul sera alors compléte a 50 ml, Une centritfugation de

& min a 400 X g permet de laver les cellules et de les debarrasser de toute

trace de DMSO. Aprés élimination du surnageant, les cellules sont resuspendues

dans 2 a 3 ml de milieu RFNI + SVF.

Plusieurs pults de culture sont alors prépares dans une plague de 24 pults afin
d'augmenter les chances d'avoir une concentration de cellules optimale : 0,5, 1
et 1,5 ml de cellules sont deposés. La plague est placee dans {'incubateur pour

une nuit. Le milieu est change le lendemain.

7 - CARACTERISATIOR DES HYBRIDOKMES APRES CLONAGE

Un test [LLINA erfectue avec 30 protéines, des tragments d’immungglobulines et
des chaines legeres permet de determiner la speciticite de I'anticorps secrete.
Il reste a ce moment a caractériser son Isotypes. Cela est possible par une

méthode de double diffusion selon Ouchterlony (19629,
7.1. - Fripcipe
Anticorps el antigenes diffusent spontanement dans la gélose.
Il se forme au point d'éequilibre entre AG et AC, un arc de precipitation, visible

directement ou par coloration.

Lapparition de l1'arc de précipitation n'est possible gque lorsqu’on se trouve

dans la zone d'éguivalence, sans exces de l'un ou lautre des réactifs,



64

7.2, - Fratocole

7.2.1. - Réactifs
Uelose © Agar noble (DIFCOY, a 1,3% <psV) dans du tampon veronal 50 mM pH 8,4

Anticorpe de lapin anti-IgG, IgGl, IguZa, IgGzb, IgG3 et IgM de souris (TAGO,
Burlingam, US4),

Ils sont utilises dilués au gquart dans du PBS.

Anticorps
Ce sont les AC secretes dans le surnageant de culture. Celui-ci est concentre
environ 20 fols sur  Centrisart  (SARTORIUS, Gottingen, KFAJ), par une

centrirugation de 30 min a 2000 t/min.

7.2.2. — Déroulement! de la manipulation

.z gelose sont couies sur des lames de microscope.

o puits peripheriques autour d'un pults central sont découpes a l'emporte-piece.
10 pl d'antiserum sont deposes dans le puits central.

Les puits peéripheriques sont remplis avec [0 ul de l'antigene a caracteriser
(anticorps de souris’), a differentes concentrations allant du pur auv 1/32 par
dilution de demi. La lame est mise & Incuber 48 h au molns a temperature
ambiante et en atmosphere humide. La migration est lente. Les zones de précipi-

tation sont observables sur tond noir.

amido-schwarz 10 L g
CH COG Na, 3H-0 6,12 g
acide acetigue 27 ml
glycerine 1oa mli
eau distiliee g.s.p. 1 000 ml

et decolorees a l'acide acetique dilue au l/10cme.
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8 ~ PURIFICATIOUN DES ABTICORPS

Le cholx de la methode de puritication de ['anticorps de souris est dicte par la
classe a laquelle appartient !'anticorps de souris.
Les anticorps de classe ( seront purifies par chromatographie d’affinite sur

proteine d-Sepharose 4E.

Les anticorps de classe M seront purifiés par chromatographie d’affinité sur

Concanavaline A-Sepharose.

8.1, - Furification des [gl sur protéine A-Sepharose 48

8.1.1, -~ Principe

La chromatograhie d'affinité sur proteine A-Sepharose 4B est upe methode simple

de purification des immunoglubilines de souris,

La protéine A est connue pour adsorber specifiguement les IgGza, IgGzb, IgG3 et

avec une poindre affinite, les IgGl, IgM et Igd (EY P.L. et al., 1978,

lans dez conditions de pi definies, les anticorps de classe G se fixent par lesur
partie Fc a la protéine A. Une elution séguentielle creant un gradient de pH,
permet d’eluer les IgGl, qui sont le plus faiblement lies, puls les IgGZa, lgG3

et IgGzb,
8.1.2., - Meéethode
8.1.2.1. - I'rotéine A-Sepharose 4B (Fharmacia LKB, Uppsala, Suvede)

4 ml de gel sont utilises, dans une colonne 8 X 80 mm, Toutes les manipulations

sont efrectuées en chambre froide, & + 4 °C,
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8.1.2.2, ~ Tampons utilisés
lappon A . phosphate de sodivm 0,0 M - pH &,

Tampon B a E . citrate de sodium/acide citrigue 0,0 M -~ pll variant de 5,5 a4 &

N

e

Les tampons sont riltres prealablement sur une membrane 0,72 um. Les fractions

recueillies sont neuvtraliseées par une solution de phosphate dipotassigue 1 M.

8.1.2.3. - Protocole

¥ [njection de l'échantillon

L'échantillon a purifier peut etre du ligquide d'ascite ou du surnageant de
culture, Son pH doit étre ajuste a &,1 avec de la soude 1 M ouv par dialyse, une

nulit contre le tampon d’equilibrage (tampon 4.

La colonne est préalablement éequilibree avec le tampon 4, pendant une nuit avec
un debit de 6 mish ou 2 h & I8 mlsh, Pendant la phase de dépdt de l'echantillon,
le débit est regle & 6 mish. our les phases d'élutions, 11 sera stabilize a I

mil/sh.

La colonne est ensuite lavee avec le tampon A, jusqu'a ce gque la D0. des &luals,

LRyl

lue par spectrometrie d'absorption a 2680 nm, atteigne (. Ceci permetl d'eliminer

les proteines contaminantes, dont les IgM et les Igd qui ne se lient pas au

support.

¥ Elution des IgG
Cette elution est seguentielle et permet de separer facilement les sous—classes,

Les valeurs de pll utilisées sont recapitulées dans le tableau XI.
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TABLEAU XTI
ELUTION SEQUENTIELLE FPAR FPALIEKRS DE pH UTILISEE POUR LA SEPARATION
DES IgG DE SOURIS SUR COLONNE DE PROTEINE A

¥ Regeneration de la colonne

s

La colonne est regeneree par passage pendant 2 h du tampon F, avec un debit de

1& mlsh,

cycle se termine par uvn reequilibrage de la colonne & pH 8,1 avec le tampon

=
[}

Elle est prete pour une nouvelle utilisation. Elle peut étre utilisee pour 50

s

4]

cycles 51 elle est utilisee avec les precautions necessaires,

Les eluats correspondants avx differents pics sont rassembles, ajustés a pH 7
avec de la soude | N, puis concentres par ultrariltration sur memhbrane AMICON

Jde 1o 000,

[z sont conserves & - 20°C par fractions de ! ml,

8.2, - frurification des IgM sur (on A_- Ultrogel
8.2.1. - FPrincipe

L chromatographie d'afrinite sur Con A - Ultrogel permet de purifier les

glycoproteines et les polyoses. Elle peut donc étre utilisée pour la purification

des Igh.

IN
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La concanavaline 4 est une lectine qul présente une affinité pour les residus
a-[-mannopyranosyl, et oa-D-glucopyranosyl et des produits de configuration

tridimensionnelle voisine,

Les IgM comportant de nombreux residus glycosyles, se fixent speéecifiquement sur

Con A-Ultrogel, La tixation est reversible et les IgM adsorbes peuvent étre

liberés par une substance competitive, tel a-D-méthylmannose.
8.2.2. - Méthode

8.2.2.1. - Concanavaline A-Ultrogel «[EF, Villeneuve ia tarenne, France)
38 ml de gel sont utilisés dans une colonne (160 X 120 mm). La manipulation

s'et-fectue a l'abri de la lumiere.

3.2.2.2, — Tampons utilisés
Tampon A @ 50 nM Iris FCl - pH 7.4
150 mM NaCl

1 mM MnCl.-

1 mM Call:

Tampon B : 50 mM Iris HCI - pH 7,4
100 mM NaCl

1 mM MnCl.

1 mM CaCl.
Tampon C : 5¢ nM Tris HCl - pH 7,4
100 mH NacCl

4 mM MnCl-

I mM caCl:

30 nM o-[D-methylmannose

Tampon D : 200 mM Tris HCI - pH 8,6
500 mM Nacl

Tampon E : Citrate trisodigue 150 mM ajusté a pH 4 avec de l'acide citrique

150 nmHM.
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Les tampons sont filtres prealablement sur une membrane 0,22 um.

3. ~ Protaocole

0y

8.2,
¥ [njection de 1l'echantillon
La colonne est equilibree avec le tampon A une nuit avec un débit de 20 ml/h ou

4 h avec un débit de 64 ml/h.

L'échantillon & purifier peut étre du liquide d’ascite injecté apres clarification
par centrifugation ou du surnageant de culture concentré par ultra-filtration
sur membrane AMICON 10 000.Il1 est injecté dans la colonne par volume de 8 ml.

Le debit est ajusté a 64 mi/h.

Le tampon A est passe pendant environ &8 h, de telle maniere que l'echantillon

spit en contact avec toute la hauteur de colonne.

La chromatographie est alors arrétee 30 min pour permettre une Intéraction
lectine-glyoconjugue satistaisante. Le gel est ensuite lavé avec le tampon 4 afin
d'eliminer les protéines contaminantes, jusqu’a ce que la D.0. de 1'€luat, mesurée
par spectrometrie d'abscrption a 280 nm, revienne a 0, et de méme maniére avec

le tampon B.

¥ Elution des IgM
Lelution des IgN se fait par adjonction dans le tampon d'a-méthylmannose. (On

utilise donc le tampon C, jusgu'a ce gque la D.0. de 1l’éluat reviennent a Q.

* Regeéneraticn de la colonne

La colonne est encuite lavee uyne npuit avec le tampon 4, avec un débit de 20 ml/h

puis 6 h avec chague tampon I et E, avec un debit de 64 ml/h.

=t alors rééquilibrée avec le tampon A, une nuit avec un débit de 20 ml/h.

Iy
[
bew
n
m

Flle est préte pour un nouveau cycle de chromatographie.

Les eluats correspondants au pic d'Igh sont rassemblés, dialysés une nult contre

du FPBY, et stockés a — 20°C.
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&.3. - tontréle de la purification

8.83.1. - Hlectrophoreése

La determinalion de la pureté des anticorps se falt par électrophorese en gel de
polyacrylamide sodium dodecylsulfate (SDS-FPAGE) dans le procede Fhast System

(FPharmacia, LKE, Uppsala, Suede).

Les proteines sont mises en coptact avec un détergent, le SDS, qui se lie aux
regions hydrophobes des immunoglobulines, ce gui leur confere une charge globale
negative. Dans un gel reticule tel que le polyacrylamide, les protéines migrent
sous l'action d'un champ electrigue vers ['électrode positive., La mobilite élec—
trophoretique  est  Inversement  proportionnelle au  logarithme du  poids

moleculaire, chaque molécule ayant la méme depsite de charge et ne migrant gu'en

fonction de sa taille moléculaire.
8.3.2. - Frotocole

8.3.2.1. - Réactifs
L gel de gradient lineaire & & 25% (Fhost-Uel gradient, FPharmacia)

43

- & bandes tampon SDS Buffer strips (Pharmacia)

8.3.2.2. ~ Solutions de développement et de coloration
Tous les pourcentages sont exprimes en volume par volume, On prepare 80 ml de

chague solution.

Solution I - Lavage
Ethanol £0% et acide acétigue 10% dans de 1l'eau
Solution 2

Fthanol 10% et acide acetique 5% dans de 1'eau

Solution 3 ~ Sensibilisant

Glutaraldehyde 8,3% dans de l'eau
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Solution ¢4 - Lavage

Lau

Solution 5 - Coloration

Nitrate d'argent 0,25% (p/V) dans de 1'eau

Splution 6 - Développement

Solution extemporanee 0,04% formaldéhyde dans du carbonate de sodium a 2,5%

Solution 7 — Arrét reaction

5% d’acide acetique dans de l'eau

Solution 8 -~ Conservation

10% acide acetique et 5% glycerol dans de 1’eau

8.3.2.3, - Méthode

La concentration de 1'¢chantillon est déterminée par absorbance a 280 nm, et
amenée a 0,5 mgsml par dilution dans un tampon Iris/IC1 — 10 mM - EDTA ImM -
pi 8,0

8 ul d'échantillon sont ajoutés a 1 ul de splution de SDS a 287 préchauffée a
37°C.
Les dépéts sont de 1 ul par puits

La migration de 1'¢chantillon se fait automatiquement grice a une méthode de
séparation programmée, dont les parametres optimisés sont 250 V, 10 ma, 30 ¥,

15°C et 60 Vh.

Le développement et la coloration du gel, étapes suivantes, se font également

automatiquement.

Successivement, or a wne fixation puis un lavage des ions du tampon, une
sensibilisation des protéines au glutaraldéhyde, un lavage suivi d'une réaction
avec des ions argent, un développement dans une solution de formaldéhyde.

La réaction est arrétée avec de l'acide acétique, puis up dernier ringage avec

une solution de glutaraldéhyde permet une bonne conservation du gel.
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9 - VERIFICATION DE LA PURETE DES PROTEIRES DE LA "PROTEIROTHEQUE"

9.1. - Fripcipe

Frealablement a [1'injection de ces protéines avx souris et a leur utilisation
pour le revetement des plagues pour 1'ELISA, nous avons cholisi de verifier si

les proutéines etaient exemptles de contaminations.

Four separer les constituvants proteigues d'un mélange, 1'immuno-électrophoreése,
gui combine 1'¢lectrophorése a 1'immunco-diffusion radiale, est une methode
Appropriee,

Les protéines du mélange scnt tout d’abord separées par électrophorese. Dans un
deuxieme temps, l'antisérum est depose dans la gouttiere latérale, Far diffusion

dans le gel, on constate l'apparition de complexes AG-AC sous forme d'arcs de

fai]

precipitation,

9.2. - Reactifs

Tampon veromal — pH 8,4
Digthylmalonylurée sodee L0 mM

Diethylmalonylurée 10 mM

Gel de fixation

Agar noble Ditco a 3% (p/V) dans de l'eau distillee

Gel de migration
Agar noble Difco 1,3% (p/¥)
70 ml de tampon véronal

20 ml d'eau distillee

Colorant

Amido-$Schwartz 10 B 0,79% (m/V)
Acetate de sopdium & ml

27 ml d'acide acetique

100 ml de glycérine

E73 ml d’eau distillée
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Decolorant

Acide acetique dilue au 1/lVeme

Lavage

Baw physiologigue tamponnee & pH 6,8

Une couche legere d'Agar de Iixation est étendve au doigt sur des lames de

microscope 76 X 26 mm, qui sont ensuite mises a secher a l'étuve a 37°C,

T

Les lames sont posées sur un portoir de 6 lames et bordées par le gel d

=g

migration, dont 30 ml seront ensuite coulés par chassis. Apres un repos de |
a 4°C, les puits sont creusés a 1’'aide d’un emporte-pliece 'gel punch”,
Les solutions de proteines & tester sont deposées et mises a migrer dans le bac

a électrophorese pendant 1 h sous une intensite de 20 m4.

La gouttiere centrale est alors evidee, et les antiserums sont déposes, La

migration se fait par diffusion une nuit en atmosphere humide.

Les lames sont ensuite lavees 3 Jours avec de l'eau physiologique tamponnee,

puls une derniere fols a l'eau distillee pendant 1 h,

Elles sontl enfin séchées sur du papier Whatman n® 1 a 37°C puls colorées,
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RESSUL T A TS

1 - MISY AU POINT DU TEST ELISA

f'our cetre mise au pcint, deux anticorps de reactivite et de concentration
determinees ont etd ytilises. Le substrat utilise pour reveler le complexe AG-4AC
4 ete ['OFD, les reponses representees par des histogrammes sur les figures 13

et 14, sont lues a 495 um.

1.1. - Détermipation de la guantité de revétement neécessaire
Dirferentes plagues de microtitration ont été préparees : des revétements en

IgGl, IgGz, IgG3, lgG4 et IgA sont deposes a trois concentrations variant de
0,66 a 2,00 g/ml.

Lanti-[gG3 274 est utilise aux dilutions 107=, 2 X 107+, et 10,

La difference de DO entre T+ (plaques revétues d’'IgG3’ et T- (plaques revétues
d’'igGl, d'igtz, d'lgGd et d'lgh) est superieure a 0,9 nm, ce qul est largement
superieur aux DO obtenues avec les T-, et cecl avec les trois types de
revétements (fig. 14). La concentration de reveétement utilisable est donc celle

correspondant & une guantité de 50 ng par puits.

1.2. - Contréle de la spécificite du test

Sur la figure 13 sont représentés les resultats obtenus avec deux types
d'experiences,

D'une part, trois dilutions (107~, 10% et 10%) d’'anti-IgG3 274 ont eté
deposées sur des plaques I+ (200 ng d'lgG3 MET) et des plaques T- (IgGl, Ig(Z,
IgGd et Igd a 200 ng par puits),

Mautre part, trois dilutions <10¢-', 5. X 107~ et 107) d'anti-IlgG4 ont eéte
deposees sur des plaques I+ (100 ng d'lgGé4 HUI} et des plaques T- (IgGl, IgGZz,
IgGs et IgA a 100 ng par pults).

Un s'apercoit que l'anti-IlgG3 n'est reconnu que par 1'IgG3, et que 1l'anti-IgG4
n'est reconnu que par 1'lgGd. L'anti-IgG3 peut éire employe a la dilution 107+
(90 ngsmly), l'anti-IgG4 a la dilution 5 X 107 (40 ug/ml) avec les types de

revétements utilisés,
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FIG, 13 - Contréle de la spécificité du test ELISA
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1.3. - Contréle de la sepsibilité du test

Le test FELISA sert & détecter les AC monoclonaux murins prodults par nos
hybridomes. Sa sensibilité a donc été testée pour voir quelle quantité minimale
d'AC il pouvait detecter.

Sur des revétements en IgGl, IgG2, IgG3, IgG4 et Igd de 50 ng par puits, trois

dilutions (10-#, 2 X 107%, et 107%) d'anti-IgG3 sont déposees. Le test est
capable de détecter une quantité de 0,9 ug/ml (dilution de 107%). Ces resultats

sont représentes sur la figure 14.

DO 432 nm

0,5

1 X 10~

Revetement en IgG3 Met a 200¢a), 100<b) et 50 (c) ng/puits [—
en (lgGl + IgGz + IgG4 + IgA) a 200 (@), 200 (b), et 50 () ng/puits pz=a

FIG. 14 Contréle de la sensibilité du test ELISA grdce a l'anti-IgG3 27A.
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2 - HISKE AU POINT DE LA TECHNIQUE DS “DOT BINDING IMNUBO-ASSAYS"
2.1, - Uptimisation

llusieurs parametres des conditions experimentales utilisées aux laboratoires
des Stallergenes ont éte testes, les conditions initiales utilisant de trop

grandes guantites d'antigene et se deroulant sur deux jours.

Chaque parametre a ete modifie individuellement au cours des manipulations. Les

meilleurs resultats obtenus sont ceux consignes dans le tableau XII.

Les. rezultats permettent d'envisager une reduction de la durée du temps
d'incebation des Iimmuncglobulines de souris de & a 2 heures, ainsi qu'une
dilution de celles-ci & 107, Le revétement en Immunoglobulines peut 8tre

constitue par une goutte (dot) contepant 50 ng au lieu de 500 ng, permettant

alnsi d’econcmiser ce matériel precieux.

TABLEAY XII
OFTIMISATION DES CONDITIONS DE NISE EN OFEUYRE DE
LA TECHNIQUE DES "DUT BINDING INMUNO-ASSAYS"

SATURATION INCUBATION THMUNOGL OB~ INCUEATION CONJUGUE
OF SRS

T
BUREE TEWFERATURE MUREE TENFERATURE  QILUTION MREE TENFERATURE

fnitiales a¢ g 1 h Anbrante &h Anbrants Fur Sh 0 Ambiante

Optimales Somp A Aworante 2h  Ambiante 1g~+ 2h Anbliante
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2.2, ~ Contriole de la spécificite du test

La specificite du test a ete verifiee avec certaines Iimmunoglobulines utilisees

egalement pour le reveétement du test ELISA.

Les IgG¢ SIG sont un mélange commercial d’immunoglobulines, vraisemblablement

constitue d'une majorite d'lgGl et IgG2, ainci que le montrent les resultats dans

le tableau XIII.

La seule distorsion semble etre uvne reponse de 1'IgG2 RAI avec l'anti-IaG3 et de
8

m
4}

17lgr4 HUL avec l'anti-Igyl

(]

TABLEAU XI1II
CONTROLE DE LA SFECIFICITE DU TEST DES "DOT BINDING INNUKN(-ASSAY”

AG = 007 Igel  [96d  [ged  lg64 96 [g6  [y6  [96  lg6 gt
Al gl Rl BRI WUl BER  CKE  LAR THE  E§ 516
PO . C
P c .
s coe
P A
o A

0015 de 50U ng

Anti-lgs dilues a 107" et £ X 10 de la caseine a 1,5 mg/ml
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3 o CONTROLE DU PITRE EN ARTICORPY DES SUOURIS IMBUNISEES

Arin de determiner l'erficacite de l'immunisation, les anticorps contenus dans le
sérum des souris sont evalues par la technigue ELISA. Le sérum est dilue de [d

Lo et

T

I sur deux types de plaques

Contréle positif ; revétfement de iz plague de microtitration avec une immuno-

m

globuline de méme classe et sous—classe que la protéeine immunisante,

Contréle negatif : revétement de la plague de microtitration avec des Iimmuno-
globulines de classe ou  sous-classe differente de celle de la protéine

immurisante.

Les repunses obtenues pour les difrerentes [g etant comparables en Intensite,une

courbe representant la moyenne des valeurs a ete tracee pour illustrer ceg

resultats en tigure 154,

En dehors des deux premieres rfusions, ou la souris utilisee a été choisie au
hasard dans le lot, en supposant une immunisation homogéne du lot entier, le
choix de l'animal sgacrifie a eote decide en faveur de celul gqui possede le titre

le plus eleve,

Chague serum de sourlis a donc ete teste vis a vis d’une proteine de méme classe
que celle cholsie pour l'immunisation et de proteines de contréle négatifi, Un
exemple est donne par la figure 16, representant la reponse Immune de trois

souris immunisees avec 1'lgGd FOJ dans vpn lot de souris Blozzl,

preleve  chez une Souris p'ayant pas  subl

Le  sérum  temoin  négatifl
d'immunisation.

Les trois souris testes presentent toutes un état d'immunisation convenable,
celle presentant la réponse la plus élevée au cours des dilutions a été choisie

(Gouris 12,

Une ebauche de comparaison interspécifigue a été réalisée entre 5 souris Balb/C

et Biloz:zi
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10-= 10-= 10-4 10-5 107 !

Dilution serum de souris

Reponse immune d’'une souris prise au hasard dans un lot Balb/C

Revétement IgG3 MET 100 ng/puits
Serum de souris immunisee avec IgGS BRI ——

Serum de souris n'ayant pas subl d'immunisation ..g._
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FIG 16 Réponse immune de 3 souris d'un lot Biozzi

Revétement IgG GAZ 100 ng/puits

Souris 1, 2, 3 Immunisation avec IgG4 FOI

souris 1
sourls &
souris S

pas d’immunisation
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La figure 17 montre une reponse Immune nsttement supérieure pour la souris

Biozzi. (Ceci semblerait donc corroborrer l'appellation de "bonnes répondeuses”

des souris de l'espece Biozzi).

Neanmoins, ces resultats doivent étre puances par l'existence de variations

inter-individuelles mises en évidence par la figure 16, et qui ont pu introduire

un biais dans les resultats. Une étude statistique devrait étre entreprise afin

de confirmer ces resultats.

L'expérience n'a pas été dénuee d'interet, puisqu'elle a permis de cholisir pour la

fusion G4.9 la souris la mieux immunisée, en 1’occurence une souris Biozzi.

DO 450 nm
2

1.9 -
14 - —
1.7
18
151
1A
1.3 ~
1.2
1.1
| -
0.9
08
0.7
05
0.5 -
04
03
02 I ' ; i >4
107 10~= 10-= 10—+ 10— 10—=

Dilution sérum de S0Uris

FIG. 17 Comparaison de la réponse immune interspécifique

Revétement IgG4 HUI 100 ng/pults
Sourls immuniseées avec IgG4 FOI
Espece Biozzi it
Espece Balb/Al e—g—
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4 RECAPTTULATIF DES DIFFERERTES FUSIORS ET DEROMIRATION DES CLONES OBTERUS

L'explication du chaminement des dilferentes etapes de clonage est nécessalre

pour comprendre 'appellation des clones.

Apres une premiere observation des clones au microscoupe, les pults preésentant

une croissance cellulaire suffisante sont testeés par la technique ELISA sur un

revetement donné.

Les puits positirs sont alors clones.

U1

1

Le clonage se poursuit jJusqu'a ce gue towus les puits Issus de ces sous-clones
presentent une réponse positive homogene. La manipulation se poursult alors par

une extension des clones secreéteurs.

m

N

Far exemple, le clone N1.8/742 H7 BG6 C4 est issu de Ia fusion M1 {anti-Ighs, d

T

iy

b

a Seme plague de 90 pulits ou le puits A2 a ete cloné et cultivé dans une

Les puits H7, B6 ont ete succescivement clones,

nouvelle plague de 90 puits,

Finalement, le puits (4 de la Jeme plaque de clopage a et2 écendu,

Le tableau XIV permet de visualiser lIles rendements obtenus au cours des

différentes étapes du travail,
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Légende du tableau XIV

Pl : Pourcentage de clones positils
Exprimé en fonction du nombre total de puits testes, présentant une crolissance

celllulaire.

F2 ; IPourcentage de clones positifs exprimés en fonction des 96 puits de la

plaque de microtitration du clonage precedent,

% de cl.rage ;| (alculés par rapport au nombre total de puits initiaux ensemencés

au moment de la répartition de la suspension de cellules fusionnées

Exempie ;| Fusion n° &
QG0 puits ont été ensemencés
% de crolssance = (672 X 100)/960 = 70

car 67 puits ont présenté une croissance cellulaire,

ler clonage :
% de clonage = (18 X 100)/960 = 1,8

car 19 ont ete choisis pour étre clonés,

Zeme clonage :
% de clonage = (16 X 100)/960 = 1,6
car 16 puits ont été choisis pour étre clones
F2 = 16 X 100719 = 84
84% des premiers clonages ont donné naissance & des puits présentant une

positivité intéressante.

Jéme clonage
% de claonage = (7 X 100)/860 = 0,73
F2 = (7 X 100)/16 = 43,7

Extension
% des puits étendus (2 X 1Q0)/960 = (0,2, Le rendement de la fusion par rapport

aux 900 pults ensemencés est de 0,2%.



TABLEAU XIV

Récapitulatif des fusions effectuées, avec les différents rendements obtenus a chaque étape
Injection vétemer L
-de ‘détection . : :
1gG3 BRI 1gG3 MET 80 39 1. 13,2 anti-IgG
2. 3,7 29 anti-(IgG+IgA)
3. 3,7 100 anti-Lambda
4
1. 5,8
IgG4 HRU IgG4 HUI 28 26 2. 2,9 50 un anti-Lambda
3 0.9 285
12G4 HRU 12G4 HUL 9.6 Q 0 0
2G4 HRU 1G4 HUL — g4
1. 1,9
2. 1,6 84 4.3 SE9BSE2C7
IgG4 HRU IgG4 HUI 70 14 |3. 0,73 43,7 4.3 5FBE6BIH9 Anti-IgG4
i 0.3 20.6
1. 2,5
2. 1.4 58,3
IgM LAT IgM BON 38 11 ]3. 1,1 78,6 M1 & M13
4 L1 100 =>. M8 . anti leX
1. 0,52
2. 0,1 5
IgG4 HRU IgG4 HUI 27 2 13. (]
4 -
1. _,7
2. 0,41 15,4
IgG4 POI IgG4 HUI 72 4,5 3. ]
4 -
1. 2,1
2. contaminée
IgG4 POI IgG4 HUI 30 17 §3. -
4 -
1. 1,9 1.7
2. -
IgG4 POIL IgG4 HUI 98 40 ja. -
4 —
1. 4.9
2. 3.5 72.3
IgA LEM IgA BOU 81 20 3. 2,6 73,5 Al & A28
4 LS 12 =2 ALS L anti Igs
BPTF T lega 2er 1 contaminge dealog ouita-mires
1. 2
2. contaminée
IgG4 POI IgG4 HRU 85 4 [3.
1. 3
mélange 2. 0,4 13
IgG4 POI synthétique 96 30 §3. 0,2 50 4.9 4F6B9
£G4 4 %1 S0l > anti-leG4
1. 1,6
mélange 2. 0,3 17,6 Anti-IgG
IgG4 POI synthétique 74 18 ]13. contaminée
JgG4 4
1. 3,3
2. 0,18 56,2
IgD SAL IgD LIN 81 16 |3. 1,6 83,3 30 clones
4. 1,3 86,6 -> anti—I‘D

g8
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de ce tableau, on s'aper¢oit gue ¢ fusions ont un pourcentage de
eleve, compris entre 70 et B8%, 4 fusions ont une croissance moyenne

& fusions ont une creissance tres faible, voire nulle. line fusion a

avorte des le deébut, par contamination des puits meres, (es pourcentages de
croissance sont & discuter en fonction des conditions opdratoires (présence ou
non  de cellules nourricieres, quantite de splénocytes utilises, rapport
lymphocytes/splenocytes), exposées dans e tableau [V, Cetlte discussion sera

abordes dans le chapitre 4.

o

Cn peult remarquer qu'il n'existe pas de lien evident entre le pourcentage de

croissance eleve, le pourcentage de positifs Fl et le rendement final de la

4 la derniere etape de la fusion, qui met en jeu un procedé d’extension des

cellules en bortes de 24 puits, puls en flacons de cm~, on procede a une
caracterisation des surnageants de culture sur toute la protéinothegue
disponible, Ce test es. pratigue avec un revetement de 100 ng/puits, le substrat

utilisé est le THB ddecture & 450 nm).

Le témoin positif est constitué d’un pool de surnageants de culture, le témoin

negatif est spit du milieu de culture neuf, soit du FBS-Tween.
5 - CARACTERISTIQUES DES CLORES ANTI-IgG

Deux fusions sur les 16 effectuses ont donné nalssance a des clones anti-IgG,
répondant de maniere homogene vis a vis de chague sous-classe,

Ce sont les fusions G (n° 1) et G 4.10 (n° 15/,

Un exemple des resultats obtenus est donne par le tahleay XV pour les clones

G 71, 6 7.2 et G4.10,

Dans un premier temps, la epécificite des Iimmunoglobulines secretées est

déterminée sur des surnageants purs ou dilues au 172,



TABLEAU XV
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Caractéristiques du surnageant des clones G7.1, G7.2, G4.10

"~ sous

TYPE

e—

A

+++

++

++

nd

nd

+++

+++

+++

e E E B N P R ol N TESPRSPXYECENTF Y X3 B e e |

zizizizi2)> > > =200 0/0l0|0|0|

ol B N T b L P P P Pt T R P o P PP =

O IO |O|ojo|lo|jojo|lo o

OO (OO0 ||

DO de
DO de
DO de
Do de

0ao05:0
05 a 075 - +
075 a 1 : ++
1 a 1.5 : +++

nd ! non déterminé -~ Valeur T+

dilué au 1s2

¢ 1,71 ~ Valeur T-

: 0,1 ~ Surnageant de culture
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sont consideres comme negatits, les clones donnant une réponse infériesure a une

DG de 0,5, Cette limite a ete determinée en ronction de la valeur du temoin

Lyt L

i

i)

f

negatit et du nombre relativement éleve de clones donnani des reponses
cuperieures ay [ - (0,2 aenviron) et Iinférievre a 08, Les premiers tests ont ete
effectués, pour la fusion G, sur 1°'IgG3 MET et sur un mélange de 4 IgG4d a parts
egales., Le melange avait pour but d'optimiser la détection des clones secrétant

(S

des anticorps anti-IgG4.

‘ar la sulte, une caracterisation approfondie est entreprise, Les surnageants,
dilues en cascade de 10 en 10, sont testées sur toute la  batterie
d'immunoglobulines de revétement, Le résultat final est exprime par la derniere
dilution +'onnant une reponse Jualifice de moyenne LG de 0,5 a 0,75) par
rapport au témoln négatif, par exemple la dilution 107, Le titre est l'inverse

de cefte dermiére dilution, 107 dans l'exemple donne.
La caracterisation a éeté poursuivie par une étude de la réactivite vis a vis de
fragments d'immunoglobulines, obtenus par dégradation enzymatique d'IgGl, et de

chalnes legeres kappa et lambda.

Les resultats de ces differents tests sont donnes par les tableaux XVI et XVIL



Détermination du titre en Anticorps des surnageants de culture des
Fusions G et G bis vis a vis des immunoglobulines non fragmentées

G7e3 | G102 |
-» | Grie3
10! 104 103 0

103 10" 103

e I TSN L Bttt b

10 103 10! 0 10 our 10"
104 103 10 our

0 0 10"

104 101 10° 10* 10 104
pur 10* 10°
10° 10* 10" 107 102
0 pur 0
10" 101 101 L

68




TABLEAU XVII

Caractérisation du titre en anticorps des surnageants des clones des fusions
G et G bis vis a vis de fragments dimmunoglobulines et de chaines légéres

100 ng/puits |

- Gr6.1

G76.3

G1103

G125

G173.1

G1992 |

G223

FAB GEN { L )

A

10

10"

"FAB SOD | K )

0

10"

103

0

103

FOwFC BER

pur

pur

PEP FC REN

_Chleg L VOR

h. leg. BJK ART

06



TABLEAU xvIII Caractéristiques des clones des fusions G et G bis

61 | G3gl | G761 | GIt
T e S
+ + ++ + — 0 + +
0 0 +4 + - 0 0 -
+ + ++ + + ++ + +
+ + ++ + + ++ ++ +
+ ++ ++ + ++ + - +
++ ++ ++ ++ + ++ + +
++ ++ ++ ++ + ++ + ++
++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++
+ ++ ++ ++ 0 ++ - +
++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
++ ++ 0 0 ++ 0 ++ ++
++ ++ 0 0 ++ 0 ++ ++
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0

Test en dot binding immuno assay:

DO de 0 a 05 : O
DO de 05 a 075 : +
DO de 075 a 1| : ++
Do de 1 a 1.5 : +++

dot de 100 ou 200 ng

surnageants dilués de 10

a6
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Chague clone provenant d'un méme puits mere, par exemple le puits 110, peut,
grace a coes regultats étre Identirfie U 1101, ¢ 1102, & 110.8, malgre des
variations d’intensite de reponses au cours des tests, ne formant gqu'un seul et
méme clone.

G 7,6 7e, 6 Ve, 6 Te.3, ¢ 1101, G 110z, ¢ 1103, ¢ 173.1, G 175.2,

G 2231, G 22372 et ¢ 4.1¢ 6 F& F! sont donc des clones secrétant des
immunoglobulines dirigees contre les IgG.

La spécificite des clones des fusions n’ 1 et n® 2 (G 2t G bis) a été confirmee
par des tests en "dot binding Immuno-assays" effectués suivant les conditions
optimales determinees auvparavant ;| G 761, ¢ 76,3, G 1101, G 110.2, G 173.1 pre-
sentant les mémes caracteristiques qu’avec le test ELISA. Far contre G 7.1 donne

une torte reponse en Igd et Igh L) «voir tableau XVIII)

Certains clones ont donné nalssance & des anticorps a
une chaine legere, tels les clones ( 126, G 3% et Gb 127, Un exemple est donné
par la rigure 18 qui illustre la reponse de ( 125, clone anti-chaine légere

lambda.

7 1

o]

& est un cas particulier, qui se caractérise par une specificité restrelnte
aux IgGl de type lambda et IgG®, si 1'on suppose gue 1'Igd wutilisé pour le test

est de type lambda.

Les résviltats obtenus en dot binding immuno-assay pour ces derniers clones sont

)

G
T

difficilement  Interprétables a caus des  Inconnues lides a certaines

immungglobulines employées.
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>

Fig. 18

pur 10—’

Ditution du surnageant de culture du clone G 125

Test ELISA

Flaques revétues de 50 ng d’lg par puils

B——8 g6l
XX IgG2
+——+ 1863
o—————0 IgG4
&——4lg 4

@€
(K)
1.¢]
&)
@€’

10-=

Dilution des surnageants
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6 - CARACTERINTIQUES DU CLONE 8 Gl GbLA 1H3, DEROMME AL0
La fusion n” 11 a eéte faite & partir de la rate d'une souris Balb/C, immunisee

avec 1'igd LEN (chaine legere K2

Elle a produit 17 anticorps monoclonaux qui ont eteée cultives plusieurs mois, av

bout dezquels pluslieurs clones Instables ont éfe perdus.

Apres une série de congelations-decongélations, les surnageants cellulaires ont
& v testes sur toute la batterie d'anticorps, en reéalisant des dilutions
successives de 2 en X, a partir d'une dilution au 100eme, Les résultats ont

toujours été interpretés en comparaison avec les valeurs obtenues pour les T+ et

T, Ilse sout consignés dans le tableau XIX.

Lez autres hybridomes avalent, soit perdus leur capacité de secréter des

Immunoglobulines anti-IgA, soit acguls wne specificitée dirigeéee contre  un
[ 2 2

o,

eterminant commun aux Igh et g4, A9 et 410 ont alors éte cuwliives et congeles
a nouveau, beul Al0 s'est revele stable, A9 aurait perdu ses genes de secrétion

au cours du temps,

7 - CARACTERISTIQUES DU CLORE 3D7 Ev H7 B4, DENOMME M8

a fusion n’ 6 a éte realisée a partir de rate d'une souris Balb/C, Immuniseée
La fu n 6 a eéte realisee a partir de la te d'une u salb/C, Immuni

avec 1l'igM LAT (chaine legére K.

Le méme protocole de cycles de congeélations-décongelations, de culture a long
terme et de dilutions en cascades uvtilise pour caractériser les clones anti-Igi

a ete repric ici.

I

Douze anticorps monoclonaux ont éte produits; a terme, seul le clone H& s'est
revels Iintérsssant par sa stabilite av cours du temps et des manipulations. Les

chae p=tats

réesultats sont donnes par le tableau XX,



TABLEAU XiIX

Caractéristiques des réponses obtenues avec les surnageants de culture
des clones de la fusion Al, et particulierement avec le clone A10

Les valeurs représentent le titre

1 A3 | A4 AS A6 1 A7 i AB | AS9 i AlD -Al12 | AL3 C[AIB | ALT | A18
— — - 800 100 — ~ — - — - ~ ~ — —
— — 6400 - - — - - 6400 400 — - - ~ -
. — — — 400 400 — — — 6400 — — — — — —
L_x::.’ - - — — — . - — — — — - — - _
K - - + 200 | 200 — - ~ 3200 - - - - - -
4K - - - - - - - + — - - - - - -
I - - - - — - — - — - — - - - -
Ao b _ — - - - - - -~ - -~ - — - - -
K - - - - - - - - 1600 - - - 100 - -
L'v' _ — - — — —_ - - — - - _ - — _
1K - - — ~ - — - - 1600 — — ~ - - -
i - — - - - — - — — — - — - _ _
LK. ~ - — — - - - - — - - - — _ -
5 & — — — - — - — - - — — — - — -
4K 6400 | 1600 800 | 1600 400 - — 400 | 6400 | 16001 1400 800 - - 100
K- 6400 - 400 800 100 - - 200 [ 6400 400 800 | 3200 — - —
1K 100 - - - 100 - - 200 - 100 - - - - -
K 100 | 1600 - - 100 - - 100 200 100 200 800 - - —
L 6400 — ~ — 100 — — 400 — 1600 — — —~ — _
1K 1600 | 6400 400 - — - - - 6400 100 | 6400 | 6400 - - +
T — — — - - — — - — — — - — 100 -
K 6400 | 6400 | 6400 | 6400 400 - — - 6400 100 | 6400 | 6400 — —~ 6400
LS 6400 | 6400 | 6400 — 400 - — - — 200 | 6400 | 6400 - - 1600
K — — — — — — — — — — 6400 | 65400 — — —
Valeur T+ = 1,10
Valeur T- = 03

g6



TABLEAU XX

Caractéristiques des réponses obtenues avec les surnageants de culture
des clones de la fusion M1, et particulierement avec le clone M8

Les valeurs représentent le titre

MSME L M7 M8 MI L MI0 Y ML M2

— 6400 800 100 — 3200 200 200

— 6400 1600 100 — 5400 200 800

— 3200 1600 100 — 1600 100 100

— 6400 6400 400 - 6400 6400 6400

— 6400 6400 400 — 6400 6400 6400

— 6400 6400 200 — 6400 6400 6400

— 65400 6400 1600 — 5400 65400 6400
Valeur T+ = 1,10
Valeur T- = 03

96
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Let Aybridome a eu une secretion variable av cours du temps. OUnoa pu y

remedier par des clonages repetes gul ont abouti au clone rinal stable . Un

TAGLERL k4
AMECLORATION Qif TITRE LN ANTICORRS DU
SURNAGEANT DE CULTURE BIF CLONE K8 AU COURS DES
CLONAGES SUCCESSIFS

“lone final

o~

Revdtonsnt on Igh 3 Clops Intermédialre
100 ngrpuits

Lok EOW 20 e T
Il 0ES ] 2y
Igh 647 NS 16§ 10
fa LAT IDaTE £ 10

Les chiffres representent les valeurs des titres en anticorps.

8 - CARACTERISTIQUES DES CLONES ANTI- IgG4 @ G4 11l et G IX

La fusion n° 5, realisee avec la rate d'une souris BalbsC inmunisée avec 1'lgG4
BRU (chaine légere K) n'a produit qu’un seul clone, SE9 BS5 Ez (7, dénommeé

G4 I[[I. Apres plusieurs mois de culture en bortes de 24 pulits, puis en flacons
de 26 cm~, les tests effectues montrent un changement de spécificite des
anticorps secretes @ la reactivite devient nulle vis a vis des IgGd¢ et non

negligeable vis a vis des [gd et des Igh,
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Ces resultats sopt réesumes dans le tahblsau XXI1
TABLEAU XXI1
REACTIVITE PU CLONE G4 IIT

Ravdtepent on I3 4 g4 14 G 111 apras plusieurs wols
100 ngipuits oo culture

lg6! ¢ #

!_ (i ¢ 0

963 ¢ {

lgid il 1 2

Io ¢ #

IgA ¢ *

X} de ¢ a 0,5 o0

ol ode 0,5 a 0,75 o+

Dad e 0,75 & 1 poHd

Dy de | a 1,5 tdd

La fusion n° 14 a eté realisee avec la rate d’une souris Bilozzi immunisée avec
1’IgGd FPOI (chaine légere K). Les tests de détection ont été faits sur va mélange

& parts egales de 4 Ighd (20% de chague) Tous les clones ne donnant pas une

reponse monospecifique aprés des tests crolses sur des protéines d'isotype

different, ont eéte eliminés.
De oe fait, un anticorps uniqguement a ete retenu, il est de spécificité anti-

IgG4, comme le montrent les resultats dans le tableau XXIII
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TABLEAY XXIII
CARACTERISTIQUES DES REPONSES OBTENUES AVEC LE
CLONE ANTI-IgG4, G4 IX

HOM DU CLONE

Revdtement 100 ng

GAZ
GIN
I HCH

Ray

Py by b B
o

qQ

oy

Iy

=

h—

L)
o By

]

Igiid ERU Iig +4t
HUT L F i
PAT K )
Foil K P4+

o k0
LEN K o
Ig4 LOF K o

ROE K a
TRC L C

LAT K 9]

BIC L o
gl LOKN K a

DES K o

GAT K 0

Valeur T+ = 1,71 Valeur T- = @,1
Da @ a 0,5 0 Do oo,75 a1 o
DO &5 & 0,75 ¢+ Do o1 a 1,5 ; +++4
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CARACTERISTIQUES DES CLONES ANTI-IsD

1 rate d'une souris Bilozzi immunisee avec

o

La fusion n® 16 & éte réalizee avec |

1'igh B4 L (chaine legere LJ.

Une trentaine d’anticorps monoclonaux ont ete produlits, tous de speciricite

anti-Iglh, Tous sont negatifs vis a vis des IgG, IgM et Jg4.

!

Les tests ont ete réalisos suivant le méme protocole gue pour les clones anti-

IgA et anti-IgM. Les resultats sont donnes par le tahleau XXIV.

Neur d’entre eux, DCZ2, DC3, DCII, DCI3, DC15, DF1, DEZ, DF4d et DFS, presentant

des titres eleves, ont éte cholsis afin d'2tre produits en ascites et purifiés,

Au cours du temps, leur reactivite n'a pas faibli,

Farmi les autres clones, un seul a perdu ses capacites secrétoires, et 5 autres

montrent une reponse decrolssante au cours des mois,

Une courbe de dilution, 1ig. 1Y, réalisee pour le clone DCI5E, montre sa forte

activite, et I'homogenerte de ses réponses vis a vis des difféerents revétements.
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TABLEAU KX1v

TERMINATICGN DU TITRE EN ANTICORFS DES SURNAGEANTS

DE CULTUKE DEY CLONES ISSUS DE LA FUSION D
Revétement & 100 ng/puits | DF1 | DF2| DF3| DF4 | DF5 | DF6é | DF7 | DF8 | DF9 | DF10| DF11|DF12| DF13 | DF14|DF15
D1 (K) 6400 | 800 | 6400 | 6400 | 6400 | 3200 | 3200 | 6400| - - | 1600 | pur | - | 1600 | 1600
D2 (L) 6400 | 800 |6400 | 6400 | 6400 | 3200 | 1600 | 3200| - - 800 | - - 1600 | 800
D3 (L) 1600 100 | 200 | 1600 | 3200 3200 100 800 - - 800 | - - 1600 100
DLIN (L) 3200 | 3200} 3200 | 6400 | 6400 | 1600 400 800§ - - 1600 | 200 |800 200 | 1600
DSAL (L) 3200 | 3200|3200 | 6400 | 6400 | 1600 | 400 | 800 | pw | pur | 1600 | 200 |800 200 | 1600
Revétements & 100 ng/puits | DC1| DC2| DC3|DC4 | DC5 | DC6 | DC7 | DC8|DCY | DC10] DC11|DC12{DC13|DCI5
D1 (K) 3200 | 3200|3200 | 3200 | 3200 | 3200 | 3200 | 6400 | 3200 | 3200 | 6400 | 6400 | 6400 | 6400
D2 (L) 1600 | 3200|3200 | 3200 | 1600 | 6400 | 6400 | 6400 | 6400 | 3200 | 6400 | 3200 | 6400 | 6400
D3 (L) 3200 | 32003200 | 3200 | 3200 | 3200 | 3200 | 6400|6400 | 3200 | 6400 | 6400 | 6400 | 6400
DLIN (L) 800 | 800 1600 | 1600 | 1600 | 1600 | 1600 | 1600 | 1600 | 3200 | 6400 | 800 3200 | 800
DSAL (L) 1600 | 6400 | 6400 | 3200 | 3200 | 6400 | 3200 | 6400 | 6400 | 6400 | 6400 | 6400 | 6400 | 6400

Les valeurs cbtenues avec les IgG, A et IgM sont analoques a celles obtenues avec les T -
Valeur T +

valeur T - :

1,05
0,2

[or
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M 450 nm
A
1 4
0,54
0 ! A I T T T T T —»
pur 10~= 5X107° 25 X 10771, X 10°% 6,26 X 107+3,12 X 100+ 1,6 X 10+

Dilution des surnageant

FiG 19 Courbe de dilution du clone Dcl5 .
Revétement 400 ng par puits sur des plaques T4 revétues en IgD.
Les reésultats obtenus sur des plaques T- revétues en IgG1, IgG2, 1gG3,
IgG4, IgK et Iga sont proches de 0.

e —— D1
K% D2
&b————A D3
B8 D SALLE
o6———6 D LIN
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10 - CONTROLY DU LA STABILITE DES CLORES

La stabilite des clones obtenus est verifiee par deuvx critéres essentiels, la
viabilite et la secrétion d'anticorps de spécificite desiree,
La viabilite ect testee sur des cultures continues de 2 a 3 mols en flacon de

Com et au cours des cycles de congelation-decangelation.

La mise en eévidence de la secretion des clones et la caractérisation de cette
secretion est realisee plusieurs fois au cours des cultures continuc et aprés 7
cycles de congelation-decongelation. Des dilutions de 10 en 10 sont testees sur

la batterir d’anticorps de la proteinotheque.

Les clones anti-IgG sont stables, et trois d’eptre eux, G 70.1, G 173.2 et

ont eté choislis atfin d'étre culiives a plus grande echelle.

Farmi les clones anti-Igd, seul Al0 s'est révele stable au cours des cycles de
congélation-decongélation. Neanmoins comme le clone MS anti-IgM, il nécessite

une serie de sous-clonages atin de conserver de Iortes capacites secretoires,

Ces sous-clonages se sont reveles offic pour ce dernier clone,

5t

Les clones de speécificité anti-IgG4 ont eéte perdus, l'un G4 111, par changement
de spécificité des anticorps secreétesz, l'auvtre, G4 IX, par mort cellulaire apres
une decongélation. Les clones anti-Igl se montrent tres stables au cours du
temps. La figure 20 montre va exemple de l'activite du clone Lclb au cours des

semaines de culture,
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Fig. 20 Stabilité au cours du lemps :

Exemple du clone Dcl5, moyenne des valeurs obtenues sur

chacun des 5 revétements en IgD

IgD & 100 ng/puits, surnageant au 1/100, T+ = 0,90, T- = 0,1.
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11 - PURIFICATION DES IMMUNOGLOBULINES DE SOURIS OBTENUES

see et de la sous-classe deg anticorps murins permet

&t

La détermination de Ia o

de choisir la methode de purification a employer.

!

Cette determination se falt grdce a la technigue d’Cuchteriony, au cours de

lagquelle l'anticorps murin ooncentré est mis en présence d’antisérum de souris

anti-ig (G1, Gza, Gzh, 3, M)

La formation d'un arc de precipitation observable sur fond noir, permet de

'

clagser l'anticorps murin,

Les resultats de cette détermination sont donnés dans le tableau XXV

<y
—

Un exemple de purification sur protéipne A-Sepharose est donne par la rigure Z

Four  les surnageants de culture, 50 ml concentres environ 15 fols sur une

membrane de 10 Q00 sont Iinjectés dans la colonne de chromatographie 8 X 8C¢ mm.
-

Les liguides d'ascites, guant & eux, ont étée traitées par aliquots de & ml

infectés dans la colonne apres clarilication par centrifugation.

Les proifils d’¢lution permettent de distinguer 4 pics dont le contenu a éte

identifie par OUCHTERLONY,

Fie pl 8,1 : Frotéines aspecitiques, non fixees sur le gel
A (99
Pic pH 5,5 : IgGl éluéds specifiguement a ce pl
Fic pH 4,6 © IgG2a
Pic pli 3,6 ¢ I[gG3
i pH 3 ;. Léger epaulement correspondant aux fragments restés fixes sur la
} (&] o

colonne et désorbés par ce pll acide,

Dour la purification des IgM, 100 ml de surnageant de culture concentrés & fois
par ultrafiltration sur membrane Amicon (0 (000, sont injectés par aliquots de

8 ml. Les ascites sont clarifiees par ultracentrifugation et filtration avant
d'étre injectées. Alnsi que Je montre la figure 22, on obtient trois pics, deux
premiers  pics d’élution des proteines contaminantes et un  troisiéeme pic

contenant les Igl rechercheées,
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TABLEAU XXV

Méthode de purification retenue aprés détermination de lisotype
de l'anticorps murin par la technique d'Ouchterlony

Non du clo | Classe et sous cla
anti 1gG IgG1 protéine A—Sepharose
G41X anti 1gG4 IgG1 protéine A—Sepharose
A0 v anti IgA IgG1 protéine A—Sepharose
AQ ’_ IgG1 protéine A—Sepharose
‘M3 : anti IgM IgG2b protéine A—Sepharose
DC8
DC11
DC13 Concanavaline
DCIS anti igD IgM A-Ultrogel
DF1
DF2
DF4
DF5
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1

Tampon citrate Tampon citrate

0.1 X -pH55 01 K- pA3

DO 280 nm

10

30 Fractions

Surnageant de culture

Tampon citrate Tampon citrate

fampon citrate
0,1 X - pH 5,5

011 X - pﬂ 4,5

0,1 N - pH 3,5

Tampon citrate

O.IK—pHCS

20

Fractions

Liquide d‘'ascite
FIG 21 FROFII. D'ELUTION DE L‘ANTICOPRS NURIN Al10 D'ISOTYPE IgGl PAR
CHRONATOGRFARIE D’'AFFINITE SUR PROTEINE A-SEPHAROSE

Le tampon initial est a pH 8,1.

La partie hachurée représente les IgGl récupérés.



108

280 nm

Tampon B Tampon C

njection échantillon

Fractior

FIG 22 PROFIL D'ELUTION DE L'ANTICORPS MURIK DC13 D'ISOTYFPE IgN FAR CHROMA-
TOGRAPHIE D'AFFINITE SUR CONCANAVALINE A-ULTROGEL

La partie hachurée represente les IgM recupéres.

Le tampon initial est a pH 7,4
Le tampon B est du Tris-Hcl 0,05 ¥ pH 7,4 contenant :
100 mM KNaCl
1 mM CaCl
1 mM MgCl:-
Le tampon C est du tampon B contenant de l'o-D-méthylmannose

Surnageant de culture

Liquide d'ascite o e ——
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Les guantités d’anticorps recueillies par ces deux types de purification sont

determinees par spectrométrie d'absorption & 280 nm. Elles sont récapitulees

dans le tableau XXVI.

TABLEAU XXVI
QUANTITES D’ANTICORPS OBTENUES PAR PURIFICATION
PAR CHROMATOGRAPHIE

FRODUCTION

Non ISUTYFE SURNAGERNT ASCITE

U CLONE o ay/8l

R Y
amwee e om o s
wnrso0 me @ oK
wracs w0 0w
P
e om0 om
w6 w5 on
ws o ow v
wsom o e
w wm w am

Les  concentraticns sont  caloules:

L8]

en  1onction des quantités initiales de

surnageant de culture et d'ascite.
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fous  les pics recuelilis sont ainsi testes oaiin de detecter une eventuelle
lduelle, Dans le cas ou celle ol s'avere Iimportante dans un pic ne

contenir les anticorps recherches, par exemple si le pic elue a plf 3

g

repond  positivement sur une plague I+, Jes eluats collectées sont alors repasse

une devxieme fols sur le colonne de chrcmatographie,

L'activite des anpticorps apres purification est evaluee par technique ELISA,
utilisent des dilutions en cascade, chagque test étant realise en double. Des
plagues T+ revétues de differents isotypes d'igld pour les anti-IgG, d’Igh pour
les anti--Igh, d'Igd pour les anti-Igd et d’Igh pour les anti-IgD sont utilisees,

Les plagques 1- sont revétues d'Igh et d'Igd pour les anti-IgG etd'IgG pour les
anti~IghM, anti-Igi, et anti-Ilgl, Dans tous leos cas, les reponses sont en accord

avec la spaciricite pour laguelle l'anticorps a ete selectionneé,

La purete des anticorps, ainsi purifies, ='avere satisfaisante,

Apres veritfication par l1a meéthode d’Cuchteriony, un seul arc de preéecipitation
est visihle. L'electrophorese en gel SOS-PAGE en gradiept lineaire & a 25% ne
laizsze apparaitre gu’une bande pour les IgGl et [gUZw de souris, les IgM quant a
elles sont de masse moleculalre trop elevee pour penélrer dans le reseaul de

reticulation du gel.
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Divers parametres peuvent Iinrluencer le resultat final d'une fusion cellulaire.
La plupart seront discutes dans les paragraphes suivants, ce sont notamment
l'immunisation des souris, la technique de fusion en elle-méme, les méthodes de
detection et de clonage utilisees, la production des Iimmunoglobulines et leur

puritication.

Deux criteres sont determinants pour le choix d'un myelome murin @ 11 ne doit
pas secreter par lui-méme d’immunoglobulines, pour ne pas avoir a séparer du
milieu de culture ces anticorps de ceux produits par 1'hydridome, et 1l doit etre
deficient en une enzyme essentielle & la croissance cellulaire et permettant

d'utiliser un mode de selection afin que les cellules non fusionneées soient

eliminees.

Cette enzyme, 1'hypoxanthine guanine phosphoribosyltransierase (HGFRT) (E.C,
2.4.2.8,0, catalyse la formation de nucleptides par la voie alterne utilisant
I’hypoxanthine, lorsque la voie principale de synthéese est bloguée par de
l'aminopterine, La souche myelomateuse Sp 2/0 ou Sp 2/0-4g 14 (ATCC - CKL 1581
est déficiente en HGFRI. Elle possede environ 73 chromosomes, dont le

chromosome X normalement porteur du gene HGFRT,

Un hybridome, pour pouvolr survivre sur un milieu de selection HAT, doit
contenir le chromosome X HGFKT + apporte par le lymphocyte B, le chromosome 12
codant pour la chaine lourde des immungglobulines, et un des chromosomes 6 ou

16, codant respectivement pour la chaine lambda et kappa.

Les lymphocytes B de rate de souris contiennent 40 chromosomes. Les cellules
hybrides en contiennent en moyenne entre 88 et 98, chiffre inférieur a la somme
des chromosomes parentaux, mais néanmoins supérieur au double du nombre de

chronosomes des cellules Balb/C.
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©i Ipdigue que nous avons alfaire a une fusion hybride entre » veliules

difterentes, et que le cholx des chromosomes restant s'etffectue suivant un

mecanisme  de  perte genetigue non elucide a 1'heure actuelle,ce gui donne

naissance & une variete d'hybridomes gqu’il faut cloner et selectionner par

cylture sur le milieu approprié.

Cette sejection s’'effectue ainsi qu'indique dans lIe chapitre "Matériel et

Néthodes”, pour un miliev HAT, initialement decrit par Littlefield J.W., (1964),

Le choix de l'animal quant & lui, a ete oriente vers la souris, notre laboratoire

possedant un élevage consequent et adapte.

Les premie s travaux ont eéte effectuss sur des souris Balb/C, Iréquemment
utilisées dans les technigues de production d'anticorps monoclonnaux de  la
littérature. Les souris de l'espece Biozzi, sélectionnees pour leur bonne réponse
immune, par les génes [r (lmmune reponse) du complexe d’histo-compatibilite
majeur de classe [l situé sur le chromosome 17, ont éte wtilisées pour les trois
dernieres fusions., Une etude ponctuelle, menée entre 2 lots de souris Balb/C et
Biozzi, immunisées de la méme maniere, semble é&tayver cette hypothese de
différence de patrimoine génetique , gui pourralit procurer une reponse immune
superievure pour ['espece Biozzi.

Toutelois, l'intensitée de cette reponse immune n’est pas en rapport direct avec
la valeur potentielle des lymphocytes produits, En effet, les résultats finaux de
ces 3 fusions, mis a part ceux de la rusion n® 15 qui étalt contamines, ne
semblent pas étre supérieurs, En comparalson, les fusions n° O <[(produisant des
anti-Igh) et n° 1) (produisant des anti-IgAd) s’averent aussi productives, dans
un premier temps, gque la fusion n” 15 (produlsant des anti-Igll). La specificité
des anticorps produits par les lymphocytes B de rate de souris Biozzi n'apparait
donc pas, de prime abord, supérieure a celle des souris Balb/C.

L'dge des souris utilisees pour la fusion peut également avoir une importance,

En effet, l'apparition d’'immuncglobuline a la surface des lymphocytes B deépend
d'une expression seéquentielle en rapport avec l'¢tat de developpement (Aspinall

R, et al.,, 1883). .
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Lew tymphocytes B osublssent wvne cyto Jiiferenciation qul lewr permet d'exprimer
uniguement des anticorps d’isotype IgM dans un premier temps, puls peuvent
acquerir des anticorps d'isotype Igh a leur suriace cellulaire., Ce develgppement
post-natal, observe sur des tissus lymphoides de souris Ifoestales, jeunes et
adultes, @e tradvit par 1'expression d'anticorps de surtace d'autres isotypes,
par un mecanisme de commutation de 1'ADN, et uniguement a partir de IGM

initiaux (Fig. n® 23,

La stimulation antigénigue se tradult egalement par une différenciation de ces
iymphocytes, Ce mecanisme d'ontogenese des lymphocytes B Illustre bien
importance de 1l'age de la sourls du point de vue de la reponse Iimmune,
L'administration d'aptigene active et permet la multiplication des cellules B, a
partir du repertoire de cellules de i'animal immunise (Benjamini E. et al., 1388..
L'dge des souris utilisées lors de la fusion n° 16, en vue de [‘obtention
dlanticorps anti-Igl powrrait done  expliguer le lait gue les anticorps
monoclonaux obtenus sont tous de clasze [gM. En ertfet, l'immunisation des souris

a ete effectuee sur un temps treés court et sur des sourls dgees de 4 semalnes,

Les valeurs des lIisotypes d'immunoglobulines du sérum des souris sont evaluses
qualitativement par un test ELISA avant la 1usion.

Les taux normausx donpes par ia litterature montrent une expression maximale en
lgGl et lgGZa, puis IgM, ce qui expliquerait gque la plupart des anticorps
monoclonaux obtenus au cours de ce travalil solent des IgGl (Tab, XXVII),

L'anti~ighl de classe IgGZb avalt quant & lul moins de probabiliteé d'apparaitre.
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Fig, N° 23 - Mécanismes de la commutation de classe

La partie supérieure du schéma illustre les différentes possibilités d'expression
des Ig de membrane se produisant au cours de l'ontogénie des cellules B.
Neanmoins, cette difference structurale des Ig de membrane ne se traduit pas
pour une différence de spécificité : les IgM et IgG peuvent coexister, mais sont
diriges contre le méme épitope.

La partie inférieure montre les transcrits d'ARN conduisant & l'expression des

chaines H a chaque étape de la differenciation

(17 B precoces exprimant des IgX

&) Expression d'Igh et Igh

(3 al IgG representé par des y 3 . expression d'IgM ou IgG

3 b Commutation sans perte des génes codant pour IgM et IgD
(42 Recombinaison irréversible

D'apres MALE . et al. (1988
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TAB XXVII -~ Concentration sérique d'lg de souris dgées de 12 semaines

Isotype Concentration sérigue d’'lg
en ug/l
gk 284 + 35
IgG1 441 + 44
IgG2a 384 + 109
IgG2b 111 + 36
1gG3 101 + 21
Ig4 40 + &

(d'aprés Bos A.N. et al., 198%)

D'apres Bos AN, et al. (1989), l'expression isotypique est différente dans le

sérum et la rate. En effet, les IgG preédominent dans le sérum, alors que les Igh

sont les plus nombreux dans la rate,

L'utilisation de serum pour le test de l'etat d'Iimmunisation des souris est donc
valable, mais ne peut présumer du type d’anticorps le plus fréquent qui sera mis

en jeu dans la fusion en elle-méme.

1l semble eévident gque les possibilités d’'obtenir un hybridome secrétant un
anticorps a la spécificité désirée sont directement liées au nombre de
lymphocytes B susceptibles de fusionner avec les cellules myelomateuses. Une

bonne stimulation par l'antigene est donc une étape tres Iimportante,
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Y

i

La reponse immupe de sourls Iimmunisees par un antigene gqui sera, suivant I
fusions, 1gG3 BRI, Igt4 FCOI ou HRKU, Igd LEM, Igi LAT ou IgDh SAL, a ete suivie
par un test ELISA. La comparaiscon des anticorps serigues d’une souris immunisée
et d'une souris non Immunisee laisse apparaitre une différence remarguable (DO

=), mals variable entre Individus de la méme espece. [l est

variant de (0,8 &

!

donc necessalre de tester chaque Individu d'un lot de souris, aprés de
déeterminer lequel est immmunisé au mieux, Neanmoins, pour une souris immunisee
avec 1'lgG4 FOI, on ob serve une reponse d’intensite comparable pour les 4 types

d'IgG. Cecl s'explique par plusieurs ralsons.

D'une part, la solution d’antigene injectée n'est jamais parfaitement pure. Des
contaminants, méme Sous forme de traces, peuvent s’avérer suffisants pour
stimuler des lymphocytes B, En erfet, la réponse immune dépend en grande partie
de l'immunogénicite de [Dantigene introduit et est toujours polyclonale., Une
grande variete de lymphocytes B produisant des anticorps a specificités
differentes peut donc étre produite, cecl diminuant statistiquement Ia

probabilite d'obtenir des lymphocytes diriges contre la molecule désiree.

D'autre part, les homologies structurales existantes entre les Immunoglobulines

expligueraient éegalement le phénomene pbservé lors du test du sérum,

En effet, puisque sept acides amines semblent suffisants pour déclencher une
reponse immune, celle-ci peut s'effectuer contre differentes parties de la molé-
cule d'immunoglobuline. OUn peut donc obtenir des anticorps dirigés contre des
chaines legeres ou lourdes en totalitée ou en partie, contre des déterminants
antigeniques des parties variables ou constantes, contre un épitope formé de

l'asgociation d'une ou plusieurs des parties evogquées ci-dessus,

La structure tri-dimensionnelle de la molécule antigénique, le positionnement
des épitopes sont également primordiaux, Au total, de tres nombreux anticorps
peuvent étre produits, chacun dirigé contre un site particulier. Il faut ensuite
gqu'un maximum d'anticorps dirigés contre un enchainement bien spécifique de
l'immunoglobuline désiree fusionnent avec les cellules myelomateuses., Ici éga~
lement Intervient la statistigue : plus le nombre de lymphocytes correctement
stimulés sera grand, plus on aura de chance de retrouver une spécificite bien

particuliere dans les hybridomes secrétés.
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Lletape o impunization est donc lmportante, FPlusievrs protocoles ont ete cholisis

au cours Jdes dirferentes fusions effectuses. Certains sont associés a un ajout,d
Pantizens, d’adjuvants de Freund complet ou incomplet, Le rdéle des adjuvants
impunitaires est de permettre une liberation progressive de lantigéne et de
provoguer une reation iIinflammatoire, amplifiant ainsi la reponse Iimmunitaire.
et efiet ne semblant pas toutefols atfecter la réponse Iimmune des souris

utilicées, les adjuvants n'ont pas éteé toujours utilisés,

armi les differents protocoles mis en oeuyvre, l'un, classigue, consiste a
injecter 25 ug d’antigene par souris, a 3 semaines d’intervalle, et de faire une
derniere injection de rappel 3 jours avant la fusion,

D'apre= BORKREBAECK C.A, et al. (188%9), des Iimmunisations repétées avant la
tusion permettent wune prolifération des cellules spleniques, ce qui a éte mise &
protit en vtilisant un lot de souris Balb/C immunisées depuls preés d'un an. iUne
stimulation de [activite immunitaire a éte effectuee par des Injections
rapprochees de quantités superieures d'antigene (100 ug/, puls journalieres, les
4 jours preécedant la fusion. Cette methode & donné de bons résultats avec des
rende ments de clones positifs éguivalent a ceux des autres fusions, Il semble
gu'un protocole peut étre retenv, qul consiste en 3 Injections de 256 ug., lLe lot
de souris Biozzi immunisée rapidement, a 10 jJours d’intervalle, donne également

des resultats satisfalsants,

Le rappel avant tusion peut, quant a lui, étre administe par vole Intraveineuvse
trois jours avant fusion. Cette manipulation étant techniquement délicate, des
injections repétees chaque jour avant fusion, par voie intraperitoneale, ont éte
cholsies, et semblent avolir le méme effet de stimulation de la multiplication

des lymphocytes B, ceci en comparaison avec des résultats obtenus par d'autres

chercheyrs du laboratoire

Bazin et al. (1988) ont montré que le temps ecoule entre le dernier rappel et la
tusion dicte, en partie, la specificité des anticorps monoclonaux produits et

egalement le nombre d’hybridomes secréteurs.

En general, ce type d'immunisation est sutfisant chez des souris, pour obtenir
des suspensions cellulaires adequates pour étre fusionnees avec des cellules

myelonateuses,



118

Un titre serigue de 1 X 108, mesure par test ELISA est temwin de cette

Immunisation,

Certains auteurs préconisent neanmoins des stratégies visant a developper cette
reponse antigenigue (Lane et al,, 1986). Un antigene peu Immunogene peut étre
adsorbe sur une matrice de nitrocellulose et Injectée ainsi a la souris., Des
splénocytes d'une souris Iimmunisée peuvent étre reéinjectés a une autre souris de
méme souche, préalablement irradiee par rayons X. Des lymphocytes B de souris
immunisees, peuvent é&tre cultives queljques jJours avant la fusion en presence de

l'agent antigenique.

Une autre fagon d’'augmenter les chances d’obtenir des hybridomes désires, est

d'ameliorer la _technigue de fusign., [l est connu que le type d'agent fusogene

utilise est un élément determinant., Suivant la procédure de Hammerling (1981),
le FEG 4000 KOTH a ete wtilisé au cours des manipulations. [l est additionne de
DMSG gui augmente le rendement de la fusion par modification de la structure
membranaire (Fazekas de St. Groth et al., 1880)

Les agents de fusion creent un changement dans la bicouche lipidigue de la
membrane plasmigue et modifient la tension superficielle (Lucy J.A., 1970, Oster

G.F. et al.,, 1989, BUKGESS S.¥. et al, 1991),

Le type de FEG utilise, sa concentration et son pH dans la solution de fusion
sont des élements importants, Néanmoins, le FEG est connu pour sa cytotoxicite,
1l est donc vital de limiter au minimum le temps d'exposition des cellules 4 ce
fusogene, d’effectuer la manipulation en une minute environ et constamment &

4°C. (Lane R. et al., 1986,

D'autres methodes sont applicables, dont la plus ancienne d'aprés Kobler et

]

Milstein, utilisant le virus de Sendai, mals produisant des hybridomes moin
stables (Winter G. et al., 16M. I'lus tard, des methodes d'electrofusion se sont
developpées, mals, leur utilisation est peu Irequente, vraisemblablement a cause

du codt de l'équipement.

Afin d'optimiser le rendement de la Ifusion, 1l faut mettre en présence une

quantité correcte des deux partenaires de la fusion.
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flusieurs rapports ont ete utilises durant ce travall, le mellleur semble etre
celui preconise par plusieurs auteurs, dont Kohler et Rilstein en 1875, et gui
eat d’une cellule myelomateuse pour 10 cellules splenigues.

Un autre element de la production d'hybridomes est 1'utilisation de cellules
nourricieres, conseillée par Hammerling (1981), & la concentration de 1¢+
cellules/ml. En theorie, elles servent a minimiser les effets de cooperation
entre les cellules par augmentation de lIa densite cellulaire (Coller et al.,
198G de ces premieres etapes de la Ifusion., Neanmoins, les Ifusions effectuses
sans cet apport ne montrent pas de diminution du rendement du pourcentage de
croissance cellulaire, ni du pourcentage de pults positifs (voir les fusions 13,
14, 160, gutre part, l'apport de cellules nourricieres augmente les possibilites
de contamination des cultures <(Sampilovich S.R. et al., 1987), Un milieu
conditionné, constitue de surnageant de culture pourrait les remplacer, en
apportant aux cellules des facteurs de croissance (Oriik O, et al., 1988). Un
autre avantage de l'wtilisation de ce miliey conditionné est de permettre
d'augmenter le laps de temps entre d2s5 changements de milieu, les macrophages
peritoneaux en culture ayant un metabolisme tres éleve (Newsholme P, et al.,

1989).

Le miliev de base des cultures cellulaires doit apporter des sels pour assurer
l'isotonicite, des woligoelements, du glucose, des vitamines, les acides aminés
essentiels et des cofacteurs tels le glutathion. Les hormones (insuline) les
facteurs de croissance, les proteines de transport (transferrine, albumine), sont
apportes par le sérum de veau foetal,

Ce sérum, preéparé dans les conditions d'aseptie les plus completes, a partir de
sang Irais collectée sur des roetus de veau par ponction cardiaque, est soumis a

des contréles d’identite, de pureté et d’activite.

Neanmoins, avant utilisation, des clonages de cellules Sp+/0 sont effectués en

préesence de plusieurs lots de serum et celui ou la croissance cellulaire est
maximale est choisi, Le sérum correspondant est alors chauffé a 56°C pendant 30
min, et Zfiltré par passage sur membrane stérilisante de 0,22 um (Milex,
Sartoriuvs). 11 faut toutefois noter que certains auteurs décrivent une
augmentation de la croissance cellulaire d'hybridomes en milieu supplémenté en

SYF, mais avec une tendance a la balsse de la production en anticorps.
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£n dernier lieu, ie miliey est additionne de L-glutamine, composé Iinstable, et

d'antibictiques limitant les risques d’'intection.

Aprés la fusion proprement dite, Intervient la répartition des cellules dans las
plaques de culture.

1l est logique de penser qu'un nomhre de plaques éleve permettra un pre-clonage
par une distribution physique des hybridomes. De plus, l'utilisation de plaques
de culture de 0 puits au lieu de 24, multiplie cette répartition et diminve le
laps de temps nécessalre avant le premier test de détection., En effet, le milieu
de culture, moins grand dans des pults de faible contenance, aura plus

rapidement une concentration en anticorps suffisante pour pratiquer un test,

Ubtenir et maintenir la monoclonalite d’un hybridome secreéteur est I1'objectir
désire, Four y parvenir, une méthode adoptee par la majorité des laboratoires,

est celle de Jlg_dilution limite. Une méthode de clonage en milieuv semi-sclide

d'Agarose a éegalement éte decrite (Kennet R.H., 1982), mais des cellules adaptées

a un miliey liquide ne se multiplient pas de fa¢on optimale dans de l'agar.

La population cellulaire resultant d’une fusion est hétérogene ! elle contient

des héteérocaryons qui pourront devenir des hybridomes, des lymphocytes et des
cellules myelomateuses qui seront peu a peu éliminés par un processus dée mort
naturelle pour les uns, par la selection HAT pour les autres.

Neanmoins, chague hybridome n'est malheureusement pas un clone secréteur, et
encore moins un clone secréteur d'anticorps de specificite voulue. L'application
de la méthode de dilution limite suivant une eéquation binominale de probabilite
d'une loi de Feoisson (Coller H.A, et al., 1986), permet de sélectionner en trois

clonages ou plus 1'hybridome desire,

L'évalvation d’un clonage se fait dans un premier temps par l'estimation du

nombre de puits ne contenant qu'une colonie cellulaire, Ce nombre doit étre
environ de 307%. Ensuite, par la methode de test choisi, les capacités
secretoires de ces cellules sont testees, et celles intéressant le manipulateur
sont alors clonées encore deux fols, Un clonage est sensé étre terminé lorsque
tous les puits présentant une croissance cellulaire secretent des anticorps de

méme spéciricite et de méme arfinite.
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Le clone ainsi welectionne est alors cultive plusieurs semalnes, volre plusieurs

mols alin de tester sa slabilite genetigue, Farfols, 11 peut étre supplante par
C EA

la croissance superieure d'hybridomes ayant perdu leur proprietée secretoire,

La methode de dilution limite est alors souvent eftricace afin de restaurer sa
Stabilite. Cette meéthode a eteé appliguee plusieurs rols au cours de ce travail,
notamment pour les clones Al & A18, M1 & M1z, G2 IX, G4 IIl, Seuls A10, NS, 44
1¥ ont pu étre recupereés alnsi, L'instabilite génétique est l'explication la plus
souvent avancée pour ce phénomene. En effet, Il'hybride secréteur doit étre
porteur des genes du lymphocyte B permettant la syntheése deg chalines legeres et
lourdes des anticorps. L'expression genétique est modulée par des mecanismes de
repression/derepression du DNA,

les eléments de regulation negative peuvent Iinactiver, dans les hybrides,
l'activateur de transcription des chaines lourdes. Tripputi et al., (1988)
avancent I'hypothese d'un elément appelée 'silencer’ qui reprimerait, par une
régulation negative en cis, le promoteur du gene de I'hormone de croissance de
cellules de mammiferes hybridees, Kohler et Milstein (1975) suggerent un
mécanisme d'extinction de génes par perte genetigue, pour aboutir, suivant la
lignee myelomateuse cholisie, 4 un nombre de chromosomes par cellule supérieur A

celul de chague parent, mais inferieur a la somme des deux.

Cette methode de clonage a donc un Interét dans la culture a long terme des
hybridomes. Des qu'une perte sensible de production d'anticorps est détectee, 1l

faut recourir & des Jdilutions limites.

La culture & long terme etant necessaire pour tester la stabilitée d'un clone, des
conditions de culture reguliéres sont primordiales, Tout stress par manque de
nutriments, par variation de pH ou de température doit étre évité aux cellules
qui y sont trés sensibles. Les changements de milieu doivent donc éetre
réguliers, les pulits arrivés a confluence dolvent é&tre repiqués, De mauvalises

conditions de culture peuvent expliguer la perte de certains hybridomes.
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I
Q
P

peut &tre celul provogue par des contaminations bactériennes

Files peuvent se produlre malgre toutes les précautions et
[ € {0 B

cellulaires, lpne methode pour essayer

peuvent mener & la perte de  ligner
enrayer ces intfections, conslste 4 laver plusieurs fols les pulls aveo du
miliey neur contenant antibictiques fpenicilline, streptomycineg et eventuellement
amphotéricine £ oentre 2 a4 J0 wpgrmil, puis & les remetire en culture avec du
milieu contenant du SVF Singh 6. et al.,, 1988)., Carrol K. et al. (19872
suggerent d'epurer les cellules infectees par des mycoplasmes par fabrication
d'azcite chez des souris pristanisées pendant une guinzaine de jours, avant de
les remettre en cuvlture dans des conditions d'aseptie. Ce protocole n'a pas ete

fusions perdues ay cours ue ce travail

ici, mais meérite d'étre signale. [

ont ete Intectées de fagon massive, les rares clones récupérés ayant perdu lsur

capacite gecretoire,

Aprés avolr mis en opeuvre toutes les conditions pour obtenir des hybridomes, il

lable pour mener & bien les clonages.

faut choilsir upe methode de

Fluszieurs gqualites sont necescaires a ce test @ 11 doit tout d'abord étre riable
et sensible, 1l doit étre rapide pour tester au plus vite les Innombrahles
cellules produites par certainez tusions, etre reproductible, et evidemment, pour
des questions economigues, peu couteux. [l doit enfin permettre de distinguer
les faux positils produits par des anticorps anti-jdiotype. Pour cela, l'antigene

servant au test Jdolt Imperativement étfre different de celul ayant servi a

56

Immunisation.

L'existence, dans notre laboratoire, d'une Iimportante "proteinothégue” d'immuno-
globulines humaines purifices et caracterisées, nous a orienté dans un premier
temps, vers une méthode courante de detection d'hybridomes spécifiques, Nous

avons cholsl I’Enzyme Linked lmmuno-sorbent-Assay, communément appele EL 1S4,

Far la suite, en collaboration avec le Laboratoire des Stallergenes, une methode
de dot-binding immuno-assay a éte mise auw paint et certains hybridomes ont pu
ainsi étre testés de deux manicres. Ces deux techniques présentent l'avantage
d'étre de realisation rapide <18 h ou 24 h) et reproductible. Elles permettent

done de tester chague clone pouvant étre intéressant.
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de l'utilisation d'un sa mise au polot. Gelie-cl porte

Lo nr ,_]117,_:1-,3 ot
i - T

sur les conditions de manpipulation, la specificite et la sensibilite de ia

5 a éte veritiee,

detection. Dans un premicr temps, la specificite de

mme i) 1'a ete décrit dans le chapitre “Nateriels el Méthodes”, la specificite

;
o

1es

~

1]

du test ELISA a ete controlee par incubation d'anti-IgGl et d'anti-I1gG4 su

plagues revétues de divers IgGX et Igtd, celles-ci servant de témoin positi

Les temoins negatirfs etaient constitutes d’immunoglobulines des & aulres
isotypes (lgGl, IgG:z, IgG4 pour llanti-Iigu3) et d'lgA. La difference de [0
toujours superieure av double de la DO du T-) atteste bien de la speciricilte de
le reponse, Neanmoins, des variations existent entre diverses immunoglobulines

d'une méme sous-classe, lempins de la difféerence de sensibilite et dlavidite des

anticorps (Bird £, et al., 1987,

Cette sepsibilite a ete veritiee par Incubation de 3 dilutions dirférenies

d'anti-1lgt3 sur des plagues revetuss avec des guantitées differentes d’antigene

*-s_

7 3

(2o, Low et 50 ng par puits). La reponse optimale est  obtenue avec e
revétement de 00 ng, guelgue soit la dilution d'anti-IgG5, Neanmoins, par sovcl
d'economie, le revétement de 50 ng, donnant par aillewrs des résultats fort
convenables (différence de DO entre T+ ot [T- ¢ 0,9 en valeur absoluel), a eote

choizi, Ue revetement permet de detecter 0,9 wpg/mi d'AC, ce qgqul est treés

Inrerieur aux quantites contenues dans les surnageants de culture.

Des expériences similaires, menees en augmentant de 2 hevres a une nuit, le

temps diincubation de Panti-I[sG3, montrent une augmentation du bruit de fond.

celui-ci pewut étre dd a des Intéractions aspécifiques, avec des protéines
vontenves dans le milieu de culture, des intéractions dies aux homologies

structurales existantes entre les divers isotypes d’IgG

C interactions moléculaires peuvent potentialiser une reponse ou vice-versa la

diminuer,
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Borrebaeck CAK., et al., (f25870 erent, pour les minimiser, Jdutiliser du

cellulaire dilué au  deml, Les  taibles guantites de surnageant

sur des plagues de culture, nous ont impose ces dilutions, souvent de
manifere plus forte (jusqua ls0d X Qo ). Les reponses ainsi  obtenues
tradulsent les fixations spécifigues antigéne/anticorps et ont permis dutiliser
une strategie particuliere de clonage.

Lans un premier temps, les clopes sont testés sur un Isotype correspondant a la

speciliicité recherchee <(ex. IgG4 pour des clones anti-IlgG4t. Cette premiere

erirication permet de seélectionner les cellules secretrices. [Dans un deuxieme
temps, le premier clonage etant arrive & confluence, une dilution dv surnageant
cellvlaire permet de le tester sur chaque isotype et sur des IghM et Igd. Ainsi
peuvent dtre selectionnés les eventuels hybridomes secréteurs d'anticorps mono—
gpecifiques.

Les dilutions du surpageant permettent également de verifier la specificite de
Panticorps secrete, eliminant donc les Interactions diues a des homologies
structurales. Finalement, dans upe culture & long terme, une courbe de dilution
préesentant une chute brutale de la reponse specifigue, laissera presumer d’une
baisse d’activite die a wun des phepomenes evoguées précedemment, et conduire a

effectuer des clopages successlits, arin de restaurer cette activitée et de

conserver Jle clone cellulaire,

Neanmoins, ces tests Simultanes sur une serie d'immunoglobulines représentent un
travail fastidieux, renouvelé constamment sur de nombreux puits, Au cours de ce
travail, a donc éte teste un palliatit permettant d'accelérer ce processus de
detection, Un mélange synthétique d'lgG4, en guantités egales, a ete revétu sur

des plagues servant de plagques pozitives. Un autre melange, contenant cette fols

g

e IgGl, IgGz, IgG3, IgM et Igd, a ete utilise pour les plagues negatives, Les
differents clonages ont ainsi eté  testés, 4 1'etape  finale, les clones
selectionnes ont éte veririés sur chaque reveétement vtilise pur. Des erreurs ont
ainsi ete detectées, des clones supposes étre anti-IgG4 montraient une
spécificite pour les IgGl, Les molecules d'Igh presentant un encombrement
sterigue superieur ont pu, par competition au moment de la fixation sur le
polystyrene, monopoliser la surface disponible et creer ainsi les faux positifs.
Ceci montre encore, la nécessite d'utiliser deg pults non revétus, ou revétus,

mais incubes avec du milieu de culture neul comme témoin négatif,
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Des anti serum de

e et don melang

celjulaires poaltirs peuvent, Guant d eux, Servir

SOuUris

de

SUIDAgEANTE

de temoin positif.

Dans ce test immunoenzymatigque, lanticorps est toufours appligue en solution,
tandis gue ['antigene est Immobilise sur une surface solide,

La chimie de la fixation est evidemment d'une importance ceonsliderable, et les
esultats obtenus avec un anticorps ne peuvent en aucun cas, donner liew 4 une
extrapolation pour les avtres <(Jefferis et al., 1985), La quantitée de matériel

Tixe 2 la de la plague de micr

de 1°'

SAIEC

teristigues  de  la

ctitration

antigene

dJepend & Iois  des

I

solupilise. plagues  de

@t de chiorvre de polyviavi sont les plus repandues. Une gualite
essentielle Jde lantiyéne lixe, de congerver son activite, La facon dont cet
antigene se 1ixe a la surilace est source d'erreurs dans 1I'ELISA, pouvant varier
d'une proportion de 10 & 70 (Flemmipng J.O. et al.,, 1987). Certaing auteurs

conzeilient de prevenir cet artefact, en

polystyrene par un 1ilm hydrophile de B.254,

L'adsorption au polystyrene peut moditier la structure antigeni

nant lorsgue Ia

oe

clonal,

Gul e

1a

En efret, diversite des anticorps

d'obtenir des epitopes correctement positionnes

changements structuvravx Intervenant au cours

occasionner dilférentes formes de presenpta

epitopes: qui n'etalent pas presents sur

Darfinite des fixations antigenes-anticorps

Pour  dillestration, on peut envisager que les

274, specitigues des  isotypes  IgGl,

exposition, contribuer a la formation d'un site

saturant

Fapadea C. et al., 1985,

medécule

polyclonaux permet

tion d’'un epitops, et
la molecule

Schots A,

residus gl
puissent,

antvigénique.

(S

au préalable la surtace

gue d’un epitope,

rixee ezt wun anticorps mono-

etatistiquemnent

Hussain R, et al., 1886). Les
de cette adsorption, peuvent
méme revéler des

native et modifier ainsi

et al.,, 1988,

lutamine 272 et

par leur proximite et

Une étude faite par

Jefferis K. «1286), montre gque deux anticorps monoclonaux reconnalissant des
epitopes distincts dv domaine Cyz des Igtul, réagisszent en fait, différemment

suivant le protocole d'immobilisation des IgGl.
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Au o oours peut dire observe gue,

malzre un  revetement 2 4 celul des  avtreos  sous-classes  dlIgé,  les
CoLr Bes ¢ tovjours les plus basses. 1]

zemble alors eévident gue [I'etape  de  revétement a, Ici, une Importance

501t par une redwuction

Isorption pl

de  la  capacite  antigénigue. [Mapres Jefferis R., les Igul sont faiblement

Ligenigues et 1'immobilisation reduit rortement llexpression des epltopes.

7

Les molécules d'[gG3, quant a elles, beénéficient d'une particularité structurals

1)
=
~
=
Ty
~+

dans la region charniere | une succegsion de 60X acides aminés, riche en cystéine

cette woion  dolt  permettre laccessibilite  aux anticorps

Tes Igiid portent des éplitopes sur chague domaine Cyl, Cyz et Cy3. Essayes avec

une variete de protocoles d'adsorption, la majorite montre une bonne stabilite

contformationnelle,

Cette etude de Jefferis K. montre gque le type d’Immobilisation utilise est

ssentiel & 1l'expression des resultats, [l suggere d'effectuer uwune carte

[£]5]

[}
5]

epitopique et ainsi, de determiner le protocole adapte, [l est donc Important, si1
f'on veut etre rigoureux, d'utiliser les anticorps monoclonaux produits par une

tusion avec le méme test que celul gqul a servi & leur detection.

Atin d'¢largir ces possibilites, les anti-lgG et anti-chaine legere lambda

produits au tout debut de ces travaux, ont ete egalement testes par dot-binding-

2

immunoassay. Le processus d'adsorption est en effet different, bien que la
technigue s0lt analogue. L'lmmobllisation au polystyrene se rail grdce a des
interactionsz Ionigues, alors gue les Intéractions de type hydrophobe sont
majoritaires dans uvne immobilisation & la nitrocellulose (Bremnand D M. et al.,

1986,

Les resultats obtenus par comparaison des deux methodes sont, en majorite,
semblables : G 76, ¢ 110 et ¢ 173 sont des anti-igt. ¢ 1256 et G bis 127 restent
anti-lambda dans les deux cas, méme si une, sur le mélange commercial d'Igé,
$'UG, la reponse est assez forte. [lle peut s'expliquer par la nature méme de ce

melange,
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comme etant un anti-lgy par BLISA.

1l taut garder a l'esprit, une ditference notable dans les deux procedss, outre

le mode d'immoblilisaticn. En effet, l'anticorps couplé a la péroxydase est, dans
le cas du dot-immuno-binding assay, un anti-Iig¢ H + L) ot dans le cas de

J'ELESA, un anti-GIgG + Igi) dl + Lo ),

Ceci peut expliquer les variations existant entre les reponses, variations qui,

neanmoinz, s'attenuent au cours des dilutions du surnageant de culture. Hawkes K.

et al, (1932) considerent que le dot-immuno-binding assay possede l'avantage de
visualiser des spots colores sur un fond de pitrocellulose gui doit toujours

rester blanc, et que cecl augmente son pouvolr discrimipatoire. En fait, les

temecins positifs et négatits wtilises powr I'BLISA et l'wtilisation d'un lecteur

1.

avtomatique, permettent egalement uwne Iinterpretation aisee des resultats, ceci

[aiaa

dans la limite de bopnes conditions experimentales !

¥ selution de revelation auv bon pl pour permettre l'apparition d'vne colo-
ration,
¥ honne guantite d'l-: pour permettre une activite enzymatique optimale

sans augmenter le bruit de fond,

* tempsz d'incubation de l'enzyme marguée strictement limite & 1 heure

La legere avgmentation de bruvit de rond obtenue lors d'une Incubation d'une nuit

anticorps présents dans les surnageants cellulaires ou les ascites, ne

donne pas une Interprétation fauvssée des resultats, Elle a, d'autre part,
l'avantage de permettre un étalement des eétapes du travail lors de grandes

séries de detection.

Lez deux meéthodes semblent donc equivalentes en gualite de linterprétation des

resultats, en facilité de mise en oeuvre et en reproductibilite, L'intérét d'une

5]

utilisation en paralléle des deux methodes pour la deétection des clone
néanmoins, evident,

resultats obtenus par ELISA permettant de décrire plusieurs

ficite chaine lourde gamma : <e sont les clones G 392, G 76.3, G

1.3

228, GH 173,1 et G 110,83 et ¢ 4,10, Néanmoins, G 76.3, G 223, ¢ 173.1 et G 11¢

repondent positivement a des titres peu éleves & certains IgM et a 1'igd TRO.



128

La purete des antigenes pouvant etre mise en cause, ceux-cl onl ete verifies pail

Immunocliectrophorese, L'IgH BON et rovelent erfectivement des traces

titre pev eleve auguel les réponses

i

sont obtenves, peuvent lalsser penser a Jdes reacticons aon spécitigues, Sur la
baze de leur stabilitvé av cours des cycles de congelation et de decongeélation,

ey

el de leur reactivite eleves, ¢ 76,1, ¢ 76.3, ¢ 110.3 et & 22,53 ont subi des

tests plus pouss
A up titre de 10, donc une dilution aw 1710, leur réponse est négative vis & vis

des Igh et des gl lls ont é&fe testes sur des fragments d'anticorps obtenus

par degradation ensymatjque. Tous sont negatils vis a vis des fragments Fab
.ssus d'lgul a chaine legere lambda ou kappa, et vis a vis de pep F'c KEN. Far
contre, ils presentent wuane forte reaction positive pour les fragments Fo + F'C

BER, gui sont composes des domalnes constants (Y2 ot C¥3 des chaines lourdes

Pep F'e REN n'est compose gque du domaine Cy3, Un  peut donc atfiner la
specificite de ces anticorps et penser Jue oe sont des anti-chaines lourdes

gamma, dirigées specitiguement contre des epitopes du domaine CYz,

Une premiere caractérisation de G 125 et Gb 127 sur la batterie d'antigene est

contirmée pour une étude alfinee sur des fragments. G 125 est en effet negatir

avec tfragments Fo 4 F'C Ber et le Fab S0D issu d'une IgGl de chaine légere
kappa. 11 est aussi negatif avec une chaine légere Bence Jones Kappa., Far contre,
une reponse positive est observee avec une chaine legere lambda VOR et le
fragment Fal GEN izzu d'une IgGl de chaine légeére lambda. ¢ 125 est donc bien
une anti-chaine legeére lambda. (¢ Dbis 127, guant & lul, est positilt avec le Fab
GEN, et Fc + F'C BEN. [l necessiterait donc une molecule native entiere pour

exprimer sa speécificite. En elffet, 11 fzut Imaginer que la complexité structurale
des mglecules d’immunoglobulines met en Jjeu des mécanismes non encore elucides
pour le processus de reconnalssance de l'antigene ou 1'expression des propriéetes
biologiqueg., tels gue la stabilisation conformationnelle die aux structures
inter-domaines (residus glucidigues, ponts disulfure’), la Iflexibilite de la
region charniere, ou epcore des cooperativitées allosterigues (Winkelhake J.,

1978,
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smbiablement, e

o

beusx anti-lgod ont ete proquits auv cours de <2 travaill, Vrai

clone (4110 etalt contamine par un autre clone de IgM qui laurait

supplanté par une cr Les clonages par dilution limite n'ont

pas permis de recuperer uype specilicifte anti-igGd. lne avtre alternative 4 o

i

nomene pouvrrait étre un phéncomene Jd'instabilite genetigue, gul, par mutation

du DV4, expliguerait la modification de la spacificite du clone.

Le clone ¢ 41X, gquant & lul, etait blen de specificite anti-IgGd, Les resuvltats
ne montreat jamais de reponse posituve & 1'igG4 FIN ). Il v a certainement un
probleme d'adsorption de cette gt au polystyréne. Malheursusement, ce clone

presente une reactivite declinante, que sevls des clonages repeétes poyrralent

permettre de stabilizer.

farmi  les nombreux clones anti-ighd produits, un sewl posszede les gualites
ezgentielles d'un hbon clone | secretion stable et dirigee uniguement contre les

IgA. Les auvtres clones, au cours des cycles de decongelation, perdent leur

activite ou aoguierent une specificite lgM. Le méme probleme est repcontré avec

les clones anti-Ilgh, A des titres eleves (G400), 1ls répondent positivement aux
g4, gul sont, 1l faut le remarquer, tous de chaine legeére Kappa, alnsi que la

brotérne jnmunizante (gl LAT).

Seul M8 presente une secrétion & caractere monospecifigue. [l a neanmoins ete
instable, probléme gul a éte detecte par des courkes de dilution du surnageant,
gul ont montre une perte de la reactivite.

Des reclonages par dilution limite ont permis Jde recupérer une bonne activite

anti-fglf,

“armi les nombreux clones anti-Iglh produits, on ne detecte pas de probleme de

stabiliteé. Tous sont monospeciiiguos,

Les  reponses ndgatives obteaves aveo  1'fgh  LAN  révelent un  probleme
d'adsorption, puisque dv serum de sourls immunisée par 1'I1gD SAL ne met en
evidence qu'une répouse affaiblie. Une mauvalse adsorption ou un masguage de

l'epitope explique ce phénomene.
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de souris produirts

technigue o’Ouchteriony. La predominance
danticorps de classe [guhl ezt logigue, vu la composition ép anticorps du sérum

de souris. Le rait que tous les anti-lgh solent de classe IgM s’expligue fort

el Lo

&

suivi (immunisation rapide avec de

& SoUris.

quantites d'antigens) ef lage d

Finalement, Il'utilisation de ces anticorps pour divers tests, necessite une

production importante, Celle-ci peul étre realisee in vitro, par de

53]

 extensions

in vivo en ascite.

e font  progressivement  jusqu’a

Quelguetols, elles posent des problemes techniques. Les cellules transferées dans
ces  contenanis  plus  grande, semblent avolr des ditficultes a arriver a
contluence, e plus, la production en anticorps peut stagner. Neanmoins, ces
difticultés resolues, la production est auvtour de 14 ug/ml pour les anti-Ige,

anti-igA et anti-IigM. Klle peut s'elever a &0 upgsmi pour les anti-Igh. Ces

valeurs sont contormes a celles de la litterature gui sont comprises entre 1 a

100 pgrs/ml suivant les souches cellulalires.,

a grande eéchelle ne se fait gepéralement pas & 1'échelle du

laboratoire el nécessite d'approrondir les conditions de culture tant au point
de vue du type de reacteur choisi gue de la composition du miliev de culture. En
laboratoire, une methode productive est celle des ascites., FKElles ont éteé

realisees avec des sSourls de méme espece que celles immuniséees pour la fusion
cellulaire, Cette technigque a permis uyne production comprise entre 0,6 et 4
mgsml, alors gue la littérature parle de 2 a 4 mg/l,

La phase terminale de ces operations est Ja  purification des_ _anticorps du

surnageant de culture ou du liguide ascitique. L'utilisation de proteine 4 est
couramment decrite et a eté utilisée avec succes pour les IgGl et IgGeb. La
veritication de l'activite des pics d'élution sur différents anticorps et 1'élec-
trophorese gel SDS ont permis de verifier gu’un seul cycle chromatographigue
etait souvent suffisant. Une elution sequentielle par variation de pH permet

d'obtenir des Isotypes séparées.
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Pien gue la proteihe A Soit decrite pour la purirication des IgM de souris

‘Mariani M., 1988}, la chromatographie par Con A-Sepharose a ete cholisie et
donne  de  bops resultats, sans  erfectuer, au préealable, de precipitation au

sultate dammonium (Yéné C, et al.,, 18850,

Les anticorps ainsi purifies sont  conservés par congelation de  petits
echantillons afin de limiter des cycles de congélation-décongelation qui
risqueralent d'abimer les molecules, Hazen H. et al., 1988, preconisent ['addition

de catlions divalents qui exerceraient une cryoprotecti

Levant les multiples paramétres pouvant affecter le rendement d'une fusion, 1l
serait Interessant d’envisager quels sopt  les points susceptibles d’8tre

facilement ameéliorés,

Nombreux sont les points difficilement controlables

- L'etat de cytodifrerenciation des lymphocytes B est important, 11 est
variable en fonction de 1'dge de la souris, du mode d'inoculation de I'an-
tigene et de la guantité injectee, de l'utilisation d'un adjuvant immuni-
taire,

- Le nombre de lymphocytes possedant 1'equipement genetique conduisant a la
production des eépitopes des anticorps recherchés est aleatoire, mals a4 1'e-
vidence, 11 dirige la reéussite d'une rusion, Face a ces variables, 1l est
important de choisir une strategie de travail donnant toutes las chances

de reussite d'une fusion,

g

L'immunisation pevt étre plus selective gu'elle ne l'est, par 1'utilisation
d’immunoglobulines humaines puriliées. En effet, la détermination d’'une carte
epitopigue permet d'envisager différents sites Immunogenes (Lorenzo F. et al,
19887, L'injection d'un polypeptide synthétigue et spécifique d'une sous-classe
donnée, eventuellement =i tel est le put recherche, specifigue d'un marqueur
allotypigue, permetirait de minimiser les reéponses dies a des reéactions
croisees, & des Iimmunisations contre des sites non specifigues.

On considere actuellement gu'une proteine est immunogene, & partir d'un poids
moléculaire de 5 000 daltons, Un determinant antigénique de 4 4 7 amino-acides

couplé & wne molécule porteuse rformeralt wn site antigénigue comportant au
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mals  couteuse, oL necessite  une etude

approrondie oo entre la seguence aping-acide desormals

d'immunoglobuline et la conformation

connye, Jde chague clazze et
de o molecule gul determine rinalement 'antigenicite de tel ou tal

Lientovissement d'vn site anitlgenique ou au coptraire son exposition

doit &tre connue arfin de determiner son antigenicite, La deétermination de
sequences spécifigues et Inmunggenes se révele etre delicate & cause de la forte
homolagie structurale des sous-classes IgG. Elle peut néanmoins affiner la
technigue d'immunisation.

La culture cellulaire doit étre realisee dans les conditions les plus constantes

‘T_;

possibles, [l a eté montre que le pripcipal agent limitant la proliteration

cellulaire est la glutamine, Immediatement suivie par les amino-acides et e

glucose @Quval D, et al.,, 19882, La secretion d'Ig¢ peut en étre dependante et
varisr ainsi de 4 a 8§ fois.

& culture en masse de cellules selectionnees en vue d'une production importante

P

d'immunoglobulines est optimisable par differents parametres. Des hybridones
cultives ep miliev contenant du SVF peuvvent montrer upe halsse de productivite
(Schpneider Y.J., 1888), Une solution est d'adapter progressivement ces cellules &
une culture sans  SVE, eventuellement & un milieu défimi. L'utilisation de
procedes de culture en batch, en semi-coptinu ou en continu, est également un
moyen d‘augmenter cette productivite, KRecemment, un procedé en batch utilizant
une séparation entre chambre de culture et reservolr & nutriments, a permis
d'obtenir une secretion d'igG, 24 fois superieure a celle obtenue par des

celiules & confluence dans des flacons conventionnels (Vogler E.A., 19889),

La wcongelation des clones a diverses étapes des manipulations est une
precauvtion pécessaire afin de limiter les pertes par mort cellulaire. Elle peut
s'effectuer conventionnellement dans du SVF additionné de 5% de DMSO, ou
directement par plagues de 86 puits (Wells D.E. et al,, 1986). Effectuées de fagon

srecoce, elle peuyt étre un moyen de sélection des cellules, En effet, des
? v

D

problemes existent gquelguefois & la décongelation, ou toutes les lignées
cellulaires ne repoussent pas., Seuls les cellules résistant a la congélation

seront recuperées, et une fols clonées, elles ne présenteront plus de probléme

cretion ou de défaut de

de perte de &
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Le test ELISA et ses variantes (méthodes radio-immunologiques, Iimmuno-
tlugrescence) est 1l'un des plus courants pour la detection de la production

d'hybridomes spécitiques.

Comme il est tres improbable d'obtenir des immunoglobulines purifiées a 10G0%,
un palliatit peut étre envisagé par test ELISA en méthode sandwich (Alfa M.J.

and al., 1987,

Les plagques de polyéthyléne sont revetues avec un anti-immunoglobuline du
comnperce, les sites aspecifigques avec de la B S A, L'immunoglobuline choisie est
alors incubée et se 1ixe specifiguement sur les anti-immunaglobulines.

Le surnageant de culture est ensuite ajouté, apres un lavage des plaques, et

revéle par la methode d’'incubation avec un conjugué anti-IlgG <L + H) couplé & la

peroxydase et un substrat classigque (OFD ou TMB).

Schéma d'un ELISA sandwich possible pour la détection d'anti-IgG4

cette methode peut étre envisagee, mals une utilisation en parallele d’une

deuxieme méthode de détection est souhaltable.

La cytometrie de flux est un processus élégant de sélection et de clonage
d’hybridomes specifigues, Grdce & une sonde [fluorescente correspondant a
l'antigene contre lequel est dirigé l'anticorps recherché, on peut séparer une A&

une les cellules, Néanmoins se posent deux problémes.
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un equipement totalement sterife permettant ia

techniques,

revtilisation des cellules ainsi selectionpses, le deuxiems theorigue, est encore

une tols dd aux homologies structurales existant entre les divers isgtypes, lLa

de la méthode etant liee a lantigene, celui-ci dolt #fre speécifique et

reussi

sous-classes., Une autre application

10 pas preseater d'homologie avec les autres

de cette technigue, est le suivi de la population d'hybridomes.

du cours des cycles de culture, une population de cellules hypochromosomigues,

au contenu en DN4 déclinant, est le signe d'une perte genetigue et est souvent

assoclee a la viabilité cellulaire ou @ une perte de la capacite secretoire (KEyl

Vet al,, 18988). Une deuxieme amelioration peut étre appliquee enfin au procede

de purification des anticorps, necessalre gquel que soit leur mode de production.

Les chromatographies d'affinite vutilisees peuvent étre remplacées par une

technique d'immunc-aftinite plus specirigue, 1l suffirait de coupler a la matrice

activee par du glutaraldefyde ou du bromure de cyanogene l'immuncglobuline

humaine desiree, Cette technique permetirail d’'isoler des populations d'apticorps

dont touvtes les molecules sont dirigees contre l'immunoglobuline recherchee,

In guise de conclusion, l1e tableav XXVIII resume les conditions optimales
determiness par les reésultats phtenus auw cours des differentes rusions et des

suggestions d'ameéliorations permettant d'optimiser les etapes du travail.

f)
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TABLEAU XXVIII
OPTIMISATIOR PROPOSEE DE LA METHODE DE TRAVAIL

Condrtions optinales Améliorations envisageables

25 pg en 4 injections par - fragments 4'Iy

Litre tous les 10 jours - 2nchainements synthétiques 4'acides
Immunisations Fuis, tous les jours pendant aninés

3 jours avant fusion - état ge tolérance vis d

V15 das aubres sous-classes
Distribution Haximale, dans des plaques
des cellules de 96 puits

fppart Sp2/0/lym~ 1710

phacytes
Fusogens FEG + O
4'C, 1 min 30 av Raximum
Culture Régquligre HAT, HT, SVF Adaptation des cellules & un
ailieu definl sans SVF
Extension Ascites Rollers, batch, semi-conting,, .,
Flacons 75 cw?
Furification Frotéine A Immuns-adsorbant
Concanavaling A
Test détection ELISA ELISA méthode sandwich en
dot-D1ndIng-naun-assay paralidle 4qvec ume autre méthode
Congalation des Aliquots Cryoprotacteur

iamunnglobulines
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