UNIVERSITE
DE LORRAINE

AVERTISSEMENT

Ce document est le fruit d'un long travail approuvé par le jury de
soutenance et mis a disposition de I'ensemble de Ila
communauté universitaire élargie.

Il est soumis a la propriété intellectuelle de l'auteur. Ceci
implique une obligation de citation et de réeférencement lors de
I'utilisation de ce document.

D'autre part, toute contrefacon, plagiat, reproduction illicite
encourt une poursuite penale.

Contact : ddoc-theses-contact@univ-lorraine.fr

LIENS

Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 122. 4

Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 335.2- L 335.10
http://www.cfcopies.com/V2/leg/leg droi.php
http://www.culture.gouv.fr/culture/infos-pratiques/droits/protection.htm




UNIVERSITE DE METZ
LU.T. de METZ

THESE DE DOCTORAT
Spécialités : Immunologie — Microbiologie

OBTENTION ET PRODUCTION D'ANTICORPS
MONOCLONAUX POUR LA DETECTION DIRECTE
D'ALCALIGENES EUTROPHUS CH34

[ BIBLIOTHEQUE UNIVERSITAIRE |
. ~METZ l

o v | AIIPOHUS
Frédclé)::cs ?\I/}téil()?al{lIOR < /MS 98 } Z(J+

Cote

Loc M G;p 0‘/8{"\

Soutenue publiquement le 27 octobre 1998

Devant le jury composé de :

Professeur MERGEAY Max VITO MOL, Belgique Rapporteur
Professeur WEISS Etienne E.S.B.S., Strasbourg Rapporteur
Docteur FALLA Jairo L.U.T. de Metz Examinateur
Docteur BAUDA Pascale  Centre des Sciences de I'Environnement, Metz Examinateur
Docteur KLEIN Francis Léces-Environnement, Maiziére les Metz Membre invité



Remerciements

Au terme de ce travail, je tiens & exprimer ma profonde reconnaissance 2 Jairo FALLA
pour sa compétence, ses conseils, sa disponibilité et surtout son aide sans laquelle ce travail
n'aurait pas ét€ aussi abouti. Je veux aussi le remercier pour sa confiance et pour m'avoir

permis de connaitre 1'aventure de l'ouverture d'un nouveau laboratoire.

Je remercie également le Professeur Etienne Weiss qui a accepté, au pied levé, d'étre

rapporteur de cette thése et pour 1'intérét qu'il a porté 2 ce travail.

Mes remerciements vont aussi au Professeur Max Mergeay qui, par ses nombreux

conseils, a permis d'améliorer la qualité de cette recherche.

Je remercie M. Francis Klein d'avoir cru, au nom du Lécés-Environnement, en mon

travail et d'avoir permis qu'il se réalise.
Je remercie également le Dr. Pascale Bauda.

Je remercie chaleureusement Philippe Laval-Gilly pour m'avoir apporté un soutien
efficace dans les moments difficiles, pour ses conseils diplomatiques, sa disponibilité et son

amitié.

Jlassocie €galement a ce travail l'ensemble des personnes du département Génie

Biologique de I'TUT de Thionville/Yutz pour leur aide et leur gentillesse.

Je remercie le Dr. Yves Lutz, de I'.G.B.M.C., pour m'avoir initié au difficile travail

d'obtention d'anticorps monoclonaux et a ses turpitudes.



Je tiens aussi & remercier la direction du C.N.P.E. Cattenom, et en particulier M.
Ropars, pour son aide dans la réalisation de ce manuscrit.

Enfin, je tiens a remercier toute ma famille pour son soutien inconditionnel durant ce

travail.,



Avant-Propos

Ce travail a été réalisé grice a des contrats avec les sociétés Lécés-Environnement
(Maizi¢re-les-Metz, 57) et SOLLAC Fensch et Orne (Florange, 57). Il a également obtenu le
soutien financier des villes de Yutz et Thionville. La Région LORRAINE a aussi été

partenaire dans cette recherche en co-finangant une partie de cette thése.



TABLE DES MATIERES

REMERCIEMENTS ......ccoiiiirtiineenennneecrneeesteessissenssssesesssssssssssassssssens 2
AVANT-PROPOS. .......ccuvrerererrrrrnnne eeeseerennnentsntinetsetsnnsstsannrssesarannrene 4
TABLE DES MATIERES............ccosvvvumsemsssssnssssenecesesessesensseesssesens 5
ABREVIATIONS .....cirecretecreenteerteneneesssssesseessessssssssssesssssessessses 11
INTRODUCTION ........outeererrrrenrnreersecssssesesssessaessssesssssssessssossssssssnss 14
ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE..........ccovivirrrrreeceenrecnnerssssesesssess 17
1. ALCALIGENES EUTROPHUS CH34......vveeveeiesrissinsessssresesiessonssesssssiesessesesessessesesssnan. 17
L1 DeSCIPUON GHIAE..........cosseiere v serrisisnsssesssssssssssssssssssssssssssssnessessssssssssssssnsssssssns 17

1.2, L& ODIOMDSONE DAGEIUEN.......ccocooeveosssrvses v evsenesssseeses s sessssseesss s sssenseesssaesene 19

1.3. REISLAN0ES GUX TANX JOUIT ..o esesss s ssssessneseneenses s emanennees 20
1.3.1. Le plasmide pPMOL30 ......c.ccceurururmererireceereeeseeseeesiessestesassesesesssssssesenssnesenes 20

1.3.2. Le plasmide pMOL2S .........cocoevnnriintiencrectennnieest et sessesesas s s sssseesaens 25

2. MECANISME DE TRANSPORT DU FER ..ovo.vveemeresrenssssnssesseosesossssssseesassseosssssessssesersseens 29
B € O 29

2.2. Lesidérgphore drez A lcaligenes eutrophtts CH34..ooo.ooveeeoesseesoessresssssssssssesssesers 30

2.3, Le 1mBuntStme de tINSPOTE QU JET ..........oveoveerrveeeerreereriirsssissssssessssississssssssssssssssssmsssssssassssssssssssons 31

3. LA MEMBRANE EXTERNE.....cucuruiurtsmnesiettstnessiisesesisetesssesssinsssssessssssnsasasssssssssssnsssnsnsnns 35
3.1, La membrane ecterne des Bactéries & GIam(-).....u.vceevvermeveveiossmsssssrrisssssessssssssssssnsssssssssssssssons 35



3.2. Méthodes de séparation de la 17EB1aNE @CNte........c.ooeeooeeeeeeeoeeeeeeeeecosesreeeees oo 38

4. LES ANTICORPS MONOCLONAUX .vovevereeierisinsissnsesaseseressstssissssssasssessessssssssssssessssssssses 40
4.1, Fonction et StrUCIIe des QTIPS .........ovvvveveresverresseesrvssssrisssessesssesnessseesssseseesseessss s ssses oo 40
4.2. Production et isolement d'anticonps polydonanse et mOnOdOnam.........eeeueeeeeecoveereveeeeessesses e 42
4.3. Amnticorps pobydonarec contreantia»p; ITONOAONGUK .......ccoooreeescorecirrrrersrrrissssssirssssssssssesessssenens 45
4.4, CUltsfr0 des BYDTIGOTES ... sseeess s seessesess e s esssseseesesssssee s 46
4.5, Purifucation des Qrsconps 1ONOGONANX ..............ceeeeeevevesvvvssirissmissesmssssssseesssssssssosessesseesssssssssssesseee 48
4.6. Méthodes d'immumnisations in witro - Induction d'vne réponse immuritasre primss...seere. 50

MATERIELS ET METHODES ......................................... cesseesssrnnes 53

1. CULTURE D' ALCALIGENES EUTROPHUS CH34 o...coovvevevrnveeeeeeeeerieeeeeseeesreseesssseseseene 53
1.1, Matériel DIOIOGGU .........c.coososeerseerseeersseesssersseesssssssessssssssessssssseesssssessesssessse e 53
1.2, ML GO QUIUTE.......cccoooseveeeeeesseesss s eeseevsnessasissessesseseasssssssssssssesesssessssess e 53
1.3 Préparation de [a SOUION SL7 ........cooneeevvvevvvveeresssssssessssessssssssssssssssssssssssenssssosssssssssesssssssssssssnnne 54
1.4, PrOUINIES Ge I3 DAQE e ........c.oo.ocooccreeeeveeeeeeeeressssssesevorssssessssssessossesenesssesssssssssssssssss st oo 54

2. VERIFICATION DE LA PURETE DE LA SOUCHE BACTERIENNE........ccovovvvoeereemresrerrsnen. 55

3. CULTURE DES AUTRES SOUCHES BACTERIENNES ......covvevrverrvirsiereesiiseeseessoressssssssesesnnns 56

4. TEST AU CHROME AZUROL S (CAS) coreoreeeeeeeroreeeeseseessressesssessesseesssssesssessssssssssss 57

5. PREPARATION DES MEMBRANES EXTERNES.....c.ccrvuveusienereroniseseenesssessessessnesessseseseenn. 58

6. DOSAGE DE MARQUEURS SPECIFIQUES ET NON SPECIFIQUES DES FRACTIONS

BACTERIENNES OBTENUES. .....oucvurcrerrenrenisireassensessssssansasisssessmssissssssasssssssssssssessssssssosisssasases 58
6.1. Dasage dit 2-Gt0-3-AEQYOQONAE ........c.cevseresssreerrserrsrressssvessssmssinssssssssssssssssssssssssessssesessesessssmmens 59
6.2. Dasage de [ Sucinate dEHYAIOEIISE. .......ooecovvveveeeverreresssvveverncossssssesssssssssssssssssessssssmmmseenmnssen 60
6.3, DOSAGE UES PYOGNIS.........ooocoveeemmecnensasrssressssessssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssosssssassesone 61
6.4, MEUIE AU POUS SEC........ovoeeseeevevrssereerrcsssssssserssesssssssss s ssssss s sssssssssenmaassses s sesse s 62



7. ELECTROPHORESE SD S-PAGE .ooooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseereveesisesassessessssssssesssssessssnnes 62

7.1 Préoaration des Qs gels...............uormssveeereeeveerrisasssssssseemisimssssssssssssssssssssnssssssssssssssnssssssossessnes 63
7.1.1. Gel de SEPATAtiON......ccceveeirreucerreeinreessireseersseeseessssesesess st esesesnentsaeneeesenenens 63
7.1.2. Gel de CONCENLTALION. ......cceveerueucrerecreeeireeeeetstrissersteessesereeesessssesssessseesssssennas 64
7.2, Coloration au blen de COOMUSSte.............ovvvecveereeveerereeeeeeseeeersssssssssssessssssssssssssssseessssesessssssenn 64
7.3, ColOration as 18ate LAYGENE ............vvevveeerrereerrerrrrsrssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssmssssssssassnons 64
7.4. Détermination du poids 170l0iasre des PrOEINES ........oovvvveeriemeesvevsesecvissesssesisssssessisssesssssssinsossses 66
8. SOURIS UTILISEES ....orvrvriveviimeenrieriieirisiniseistsssssasissssssssissssssissssssassssssssssssssssssssssssssssesns 66
9. PREPARATION DE L'IMMUNOGENE.........cccocourerereen. et 66
10. LA LIGNEE SP2/O-AGI4 ueeooeeeieeeeeeeeessveesteeeseveaesteieseseeteseeesess e sssssensanseneasaeans 67

10.1. Compasition di 15eis de QUIUTE............coowreevvverrserinseessssesseeveseeessissessssesssssssssssessssesssssssesenns 67

102, CONEONS Qe QUIUTE.......vooocooeeeeeersrvsesereersraneresessssssssseess s ssesmeseesreessesssassses e 68
11. PREPARATION DES MACROPHAGES INTRAPERITONEAUX ....ocvecereecernrnrirrensennen v 68
12. PROTOCOLE DE FUSION CELLULAIRE ..evevivveirvireresisiesisseriseesisesseseenesssesssessrenessssssesessnenes 68

1210 SUEE QO fUSION oo sessss s ssssssssssssssssssss s ssssssnssssssssassssssasesssones 69

122, ClOAGE .c...oroseereverertreesesessvsvsssssesssssssssssesssissssssssissssssssssssssssssssnssessssassssss oo assssessassssssenns 70
12.2.1. Dépot de la couche NOUITICIETE. ....euceveeereerreeieierintrnisertntree e eers e ereeeeseneos 70
12.2.2. Dépdt de la couche de Clonage........ccceceveeeeenereereeererernnsesnsiseessseeesesssesesens 71
12.2.3. Repiquage des CLONES .....c.ccveueuerueucuccrieirceiereeactetsenc sttt stasas e nese e sse s sesessess 71

13. SELECTION DES ANTICORPS PRODUITS .voucviveverviveresesessssessssiinsssssssisssssssssssssssssissssssansns 72

13.1. MEPOAe ELISA ..o svrisssesesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanssses 72

132, Déermination de Pisotype des ariaonps PrOYES..o..ovvoeeeveesesesesesessesesosssesesce 72

133, DEection des TEA0UONS QOIS ..vvvvveurneeereierssssserssisssssssssssssssssssssessssssssessssmssssssssssssssssssmssssonss 73

14. PRODUCTION EN MASSE DES ANTICORPS ....cvcvvvvirerenressesissinsisnsesensinssssiesorsssensssssssessonse 75
15. PROTOCOLE DE PURIFICATION DES ANTICORPS MONOCLONAUX...cvoverriririiriiresineinnann. 76



17. PROTOCOLE D' IMMUNOFLUORESCENCE .. vsveeteereereeeessesseseseeeee et e 80
ETUDE EXPERIMENTALE ....ccovveeeenea. ceeeeenssene ceeeerserereseseseannsassanes 82
1. VERIFICATION DE LA PURETE DE LA SOUCHE .. .vvevevveeeeereesoreseee et 82

2. SuIvI DE LA CROISSANCE BACTERIENNE - ESSAIS PRELIMINAIRES - CHOIX DU MILIEU

DE CULTURE ..cvvuutiittitieis st criite e e s e sstanetstssesssantasssssssssntesssstsssostesssessessenssessesnssnssessenssrssesss 83
2.1, PIOIBEYE SACRION....cvvooeveeveevvvveeerveeesvcsisesssssevssesessass s erssssssessosssenase s sssssssesss s s eesens 84
D oo 86

3. VERIFICATION DE LA PURETE DES MEMBRANES EXTERNES OBTENUES ...vvevvoveveevevevnn 90
3.1, PG GPATIENLEL oo 90
3.2, REUALS €8 CiSQUSSION.c...vevvvvrrosessssrsssssversirsssssssesssssssssssssssssssssssessssssesessmessses st ssssssssenmmmirns 90

4. ETUDE DE LA COMPOSITION EN PROTEINES DE LA MEMBRANE EXTERNE

D'ALCALIGENES EUTROPHUS CH34 PAR ELECTROPHORESE SDS-PAGE.ocuvuomoooevsin. 92
4.1, Coloration am Dless de COOmUSSien .rernreeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees e oo 92
R O N 94

5. OBTENTION ET PRODUCTION D'ANTICORPS MONOCLONAUX ANTI-ALCALIGENES

EUTROPHUS CH34 ..ottt ettt st s 99
5.1. Premier essai de production d'anticorps monodonaswc pér ITOTRUSAEION. T LD ceerrrreeenns 100
5.1.1. Protocole d'iMmURISALON..........ccesurererencerrneiereneunsnenressessseseseseessssesesesesssesnnnes 100
5.1.2. Fusion cellulaire et suivi de la production des hybridomes...............ccccoue.... 101

5.2. Dewciére essai de production d anticonps monodonasec par immurisation i tp...............e... 102
5.2.1. Protocole d'immuniSation...........coeeererenvucercrrerscuserenennen e ene 102
5.2.2. Fusion cellulaire et suivi de la production des hybridomes ............cccervunnnee. 102

5.3. Troisiéme essai de production danticonps monodonave: par immumisation in URp.............eeee... 103



5.3.1. Protocole dIMmMUNISAION c.vevvveeeeeeeeerieeiieeereesseeeesseessareesssssssssssesssnsesssnssssseses 103

5.3.2. Fusion cellulaire et suivi de la production des hybridomes............cccruuen.e... 104
5.3.3. Isotypage et spécificité des anticorps ObBtENUS.....c.ccevevevrvereieverincieeenerceiennee 107
5.3.3.1.Isotypage des antiCOrps ODLENUS......cceceeeereieererenieeerieietcreteseeeeeeee e seeeenes 107
5.3.3.2.Spécificité des anticorpé ODLENUS ..ottt 107

5.3.3.3.Vérification de la spécificité de détection d'Alcaligenes eutrophus CH34 par

les Acms produits par I'hybridome B5/7.....cccvvvvivevvereinneeieeieeseeeseseesseessenenas 111

5.3.4. Résultats de Western BlOt .......cceeeeerereeerreerierererienenseeeseeeresenscceseesoseneesesesnene 113
5.3.5. Utilisation des Acms pour la détection d'Alcaligenes eutrophus CH34 en
IMMUNOLTUOTESCENICE. .....vervrrrrrirrrinrrererietsieisseeseseesesseseetsss e sesesesesessnsesssesesssssssossaons 115

5.4.  Production et purification des articonps 1ONOAORAM c.....v...oveeerrereereeeeereeeeersessesseeeesresseeneessenes 119

6. MISE AU POINT D'UNE METHODE D'IMMUNISATION IN VITRO POUR L'OBTENTION

D'ANTICORPS MONOCLONAUX - INDUCTION D'UNE REPONSE IMMUNITAIRE

R L D V3 = S 120
6.1, Prener 651 i U0 c.u..cvuenvnveesrrisssiess s ssessssssssssssssssiss s sssssassssssssssss s ssssssssssssassesanessons 120
611 Protocole "dIMIMUBISAON oo 121
- 6.1.2. Fusion cellulaire et suivi de la production des hybridomes.............ccoevereec... 122
6.2 DEUXIEITE ESSAL 111 ULYO.....eeoevoeeeeeermressirisssssireseisssesesssssesssssssssssesssssassssssssssssnssssses s sssssssssssnnsons 123
6.2.1. Protocole "d'IMMUNISation".......c.ccoeeemeirercerereirenreeneseereeseerssessssesesesnssessesanns 123
6.2.2. Fusion cellulaire et suivi de la production des hybridomes...........cceeevurunnece 124

7. APPLICATIONS DES ANTICORPS MONOCLONAUX A LA DETECTION D'ALCALIGENES

EUTROPHUS CH34 oottt steet st setsstseasetesassatssa st s sstsesaannenssanssesensnsssssenns 128
7.1, SEecticr dit e de bills ... R 129
7.2. Essais de détection d'A loaligenes eutrophts CH34...o.ooovevveesemreseesossosssssssoeesessessese 130
7.3. Détermination b seul de AAecion de G PrOq.......oeeerosssssssesessr 132



7.4. Spéafuaté de la détection d'A lealigenes eutrophus CH34 par @ progidé............iovveereoversnes 134
CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES.......ccutveereeenerenesecnveenns 136
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES........cteveeeineerernereecnnens 141

10



ABREVIATIONS

Ac
Acm(s)
AlIF
ATCC
BCIP
CMI
ConA
D.O.
DCPIP
ELISA
Fab

Fc

FME

HPLC

IgG
IL-6
Kbp

(k)Da

LPS

MC

HAT

: Anticorps

: Anticorps monoclonal(aux)

: Adjuvant incomplet de Freund

: American type culture collection

: 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate
: Concentration Minimale Inhibitrice

: Concanavaline A

: Densité optique

: 2,6-dichlorophénolindophénol

: Enzyme linked immunosorbent assay
: Fragment antibody-binding

: Fragment cristallisable

: Facteur de membrane externe

. Hypoxanthine — Aminoptérine - Thymidine
: High Pressure Liquid Chromatography

: Immunoglobuline

: Immunoglobuline d'isotype G

: Interleukine 6

: Kilo paire de bases

: (kilo)dalton

: 3-céto-2-déoxyoctonate

: Lipopolysaccharide

: Membrane cytoplasmique
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ME
‘Milieu TG
NBT
Omp
OMR
P24
P6
P96
PBS
PEG
PFM
PMS
PVDF
RPMI

SDH

SDS

TBS

TTBS

UFC

: Membrane externe

: Milieu Tris-Gluconate

: Nitro blue tétrazolium

: Outer membrane protein (Protéine de membrane externe)
: Outer membrane receptof (Récepteur de membrane externe)
: Plaque de culture 24 puits

: Plaque de culture 6 puits

: Plaque de culture 96 puits

: Phosphate buffer saline

: Polyéthyléneglycol

: Protéine de fusion membranaire

: Phénazine méthosulfate

: Polyvinylidenediﬂuoﬁde

: Rosewell park memorial institute

: Succinate déshydrogénase

: Sodium dodécyl sulfate
: Tris buffer saline
: Tween 20 — Tris buffer saline

: Unité formant colonie
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INTRODUCTION

Divers problémes environnementaux liés a la pollution par les métaux lourds ont été
mis en évidence dans différentes régions et notamment en Lorraine. Ces éléments rejetés dans
l'environnement proviennent principalement des industries métallurgiques, et provoquent des
phénomeénes d'accumulation et de toxicité chez les organismes vivants. Les premiers
bioindicateurs de ce type de pollution peuvent étre les bactéries métallorésistantes lesquelles
pourroﬁt aussi servir 2 la décontamination de sols pollués. Ces bactéries devront dans un
premier lieu é&tre détectées d'une fagcon spécifique et rapide. L'utilisation d'anticorps
monoclonaux, qui sont spécifiques d'un antigéne fait de ces derniers un outil de choix pour la

détection.

Le but de ce travail est 'obtention et la production d'anticorps monoclonaux pour la
détection directe d'Alcaligenes eutrophus CH34. Cette bactérie 3 Gram(-) posséde deux

mégaplasmides, pMOL28 et pMOL30, de résistances aux métaux lourds. pMOL28 code pour

1es résistancesr au N1, 7Hg, Co, rthrarlrlium ét a l;anion chromaté, pMOL30 code pour les
résistances au Cd, Zn, Co, Cu, Thallium, et Pb. Il sera nécessaire de potentialiser sur la
membrane externe des protéines liées au mécanisme de transport du fer. Cette enveloppe
bactérienne sera fractionnée et purifie, et la surexpression de protéines sera vérifiée en
électrophorése SDS-PAGE. Cette membrane externe servira ensuite 2 immuniser des souris
dans l'optique d'obtenir des anticorps momnoclonaux spécifiques d'Alcaligenes eutrophus

CH34. Ces derniers seront utilisés dans la mise au point d'un test rapide de détection.

Parallélement, une technique plus rapide d'obtention d'anticorps monoclonaux sera

développée en recréant in vitro les phénomenes liés a la réponse immunitaire chez la souris.

14



L'analyse bibliographique (Chapitre 2) présente Alcaligenes eutrophus CH34 aux
niveaux phénotypique et génotypique; le mécanisme de transport du fer chez cette bactérie;
l'intérét de l'utilisation de la membrane externe pour produire des anticorps monoclonaux;

enfin les anticorps monoclonaux comme outils dans le cadre de ce travail.

Les résultats obtenus et leur discussion (Chapitre 4) s'articulent, au terme d'une

présentation du matériel et méthodes (Chapitre 3), selon quatre axes :

la séparation de la membrane externe d'Alcaligenes eutrophus CH34

l'obtention et la production d'anticorps monoclonaux produits in vivo chez la souris

par la méthode proposée par Kéhler et Milstein (1975)

l'obtention d'anticorps monoclonaux par une méthode d'immunisation in vitro

quelques applications données aux anticorps monoclonaux

Les conclusions (Chapitre 5) tentent de montrer l'intérét des anticorps monoclonaux

---—-obtenus-pourla-compréhension-des-interactions-entre les mécanismes-de transport du feret de-— -~ —

résistance aux métaux lourds.
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ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

La bactérie choisie, Alcaligenes eutrophus CH34, est intéressante du point de vue de la
dépollution des sols car elle posséde deux mégaplasmides de résistances aux métaux lourds.
La production d'anticorps monoclonaux est un moyen rapide et spécifique de détectioﬁ de
bactéries. Pour cela, sur la membrane externe, la surexpression de protéines impliquées dans
le mécanismes de transport du fer est induite. Cette méthode est assez répandue car les
protéines sont les principaux immunogénesde la membrane externe, ce qui permet d'obtenir

des anticorps monoclonaux spécifiques.

1. Alcaligenes eutrophus CH34

1.1. Descnption générale

Alcaligenes eutrophus CH34 (ATCC 43123) est une bactérie du sol, isolée en Belgique
dans un bassin de décantation d'une usine de zinc (Mergeay et al., 1978)'. Cette souche

~ bactérienne découverte a pu étre classée ainsi grice a la présence d’enzymes clefs de la

lithotrophie, a savoir deux hydrogénases :

~ une soluble, cytoplasmique, réduisant le NADH en NAD et H,. Ses propriétés
étaient identiques a celles trouvées pour cette enzyme chez Alcaligenes eutrophus
H16 — hydrogeéne : NAD+ oxydoréductase, EC1.12.1.2. (Schneider et Schlegel,
1976)°.

~ une liée & la membrane externe, impliquée dans la production d’énergie durant la
croissance autotrophique et donc liée 2 la chaine respiratoire. Comme 1’enzyme
précédente, ses propriétés étaient identiques a celles de ’enzyme trouvées chez

Alcaligenes eutrophus H16. (Schink et Schlegel, 1979)°.
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Cependant, des caractéristiques particuliéres font de cette souche un nouveau membre du

groupe Alcaligenes eutrophus :

~ un profil é€lectrophorétique des protéines plus proche de celui d’Alcaligenes
eutrophus JIMP134 que de celui d’Alcaligenes eutrophus H16 (Sadouk, 1989)*

~ une incapacité a utiliser le fructose comme source de carbone (Mergeay et al.,
1985)°

.~ l’absenée d’un mégaplasmide conjugatif similaire 8 pHG1 qui porte les génes des

hydrogénases d’Alcaligenes eutrophus H16 (Mergeay et al., 1985)’

Récemment, 1’étude de marqueurs chromosomiques a permis de reclasser Alcaligenes
eutrophus en tant que Ralstonia eutropha (Yabuuchi et al, 1995)°. Mais Alcaligenes

eutrophus CH34 n'a pas encore été reclassée (Peitzsch et al., 1998)’.

Ses caractéristiques phénotypiques et génotypiques principales sont les suivantes :

~ il s'agit d'un bitonnet unicellulaire droit & Gram négatif de 0,5 yum de diamétre et
0,9 um de long

=~ la bactérie est mobile avec 1 a 4 flagelles péritriches

~ sur gélose nutritive, elle forme des colonies circulaires opaques, de couleur créme-
rosée

~ elle posséde un métabolisme chimiolithotrophe facultatif (Mergeay et al., 1985)° :
la bactérie peut se développer uniquement en ayant H, et CO, comme sources
d'énergie et de carbone, ainsi qu'un métabolisme chimioorganotrophe (Sadouk,

1989)* utilisant une grande variété de composés organiques comme source de

18



carbone, comme par exemple le gluconate, le succinate, le pyruvate, I’acétate et le
benzoate, mais pas le glucose, ni le fructose, ni d’autres carbohydrates (Mergeay et
al., 1985)°. Elle peut également croitre en anaérobiose eﬁ présence de nitrate.
~ sa croissance est optimale 4 30°C, et on observe une forte mutagenese est observée
a37°C
~ clle posséde deux mégaplasmides qui codent pour des résistances 3 des métaux
lourds (Mergeay et al., 1985 >, Taghavi et al., 1997 %) :
e pMOL 28 (180 kilobases) spécifique des résistances au nickel, mercure,
cobalt, , thallium (locus ¢IIA) et 4 1'anion chromate.
e pMOL 30 (240 kilobases) spécifique des résistances au zinc, cadmium,

mercure, cobalt, cuivre, thallium(locus #/IB) et plomb.

1.2.  Ie chromosome bactérien

L’étude de la cartographie du chromosome d’Alcaligenes eutrophus (Sadouk et Mergeay,
1993 a permis de constater sa circularité. Mais peu de loci ont été cartographiés comme

I’illustre la Figure 1

Marqueurs chromosomiques d'auxotrophie
pour (locus):

tPESO,D80,-34,-368 - tr)t pt(?ph.ane (trp)
pheB3a2 - méthionine (met)

pur-223

Henas s - histidine (his)
lys~53.-194 - leucine (leu)
thr-428 - purine (pur)
- phénylalanine (phe)
thi-24 . - pyridonxine (pdx)
met-31.-79 - thiamine (thi)

- glt-91 (glutamate)

- pur-220,~381,~500
aro-240 phaA 12,442

Figure 1 : carte génétique du chromosome d'Alcaligenes eutrophus CH34, d'aprés Sadouk et

Mergeay, 1993 °.
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De plus, comme chez la plupart des bactéries, le chromosome code aussi pour des
transports de nutriments indispensables a la physiologie béctérienne. Chacun de ces transports
nécessite au moins deux systémes complémentaires : un systéme de transport constitutivement
exprimé de faible affinité et de grande capacité de transport, et un autre de forte affinité, de
faible capacité de transport, trés fortement régulé en réponse i une carence en un anion ou
cation (Silver et Walderhaug, 1992)!°. Les principaux cations ou anions transportés sont le
phosphate, le potassium (cation essentiel), le magnésium, le fer (cation indispensable 2 la
physiologie bactérienne, dont le transport sera étudié ultérieurement dans ce mémoire), le
manganése et le sulfate.

Ces systémes péu spécifiques de transport peuvent aussi participer a la fi).(ation de métaux
lourds. Chez Alcaligenes eutrophus 104, souche dérivée d’Alcaligenes eutrophus CH34 mais
privée de pMOL28 et pMOL30, le zinc, le cadmium, le cobalt, le nickel et le manganése sont
transportés via le systéme énergie-dépendant de transport du magnésium et le chromate est
pris en charge par le systéme de fixation du sulfate (Nies et Silver, 1989a)11. La fixation de
Mn?**, Co**, Zn**, Cd** et Ni** est inhibée par 1 mM de Mg™, par contre quand la
concentration de Mg** est réduite a 100 uM, la fixation de ces métaux est multipliée par sept,
voire méme par 20 si la quantité de Mg** est réduite 2 10uM. En ce qui concerne l'anion

chromate, sa fixation est compétitivement inhibée par le sulfate et vice-versa.

1.3. Résistances aux métaux lourds

1.3.1. Le plasmide pMOL30

Le plasmide pMOL30 (240 kilo-paire de bases [kbp]) est un des deux plasmides
contenus chez Alcaligenes eutrophus CH34. Il confére les résistances au cadmium, zinc,
cobalt, cuivre (locus cop), plomb (locus pbr), thallium (locus #IB) et au mercure. Les CMI,

plus faibles concentrations en sel de métal pour lesquelles aucune UFC n’est observée, sont de
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20, 12 et 2,5 mM pour le Co, le Zn et le Cd respectivement (Mergeay et al., 1985)5. Les
premieres études menées sur ce plasmide ont montré que les résistances au Cd, Zn et Co se
trouvaient sur un fragment EcoRI de 9,1 kbp (Nies ef al., 1987)"%. En effet, quaﬂd ce fragment
était transféré chez Alcaligenes eutrophus 104, il conférait a cette souche le méme degré de
résistance que si pMOL30 y avait été fransféré. Ce fragment est nommé opéron czc. Les
résistances sont basées sur un flux sortant de cations par I’intermédiaire d’un antiporteur
chimiosmotique cations/H* (Nies, 1992)"°. Ces systémes sont inductibles (Nies et Silver,
1989b)™* car lorsque les cellules sont préincubées en présence de concentrations non toxiques
de cations de métaux lourds — par exemple 100 uM Zn** ou 50 uM Cd**- comme inducteurs,
Pactivit€ de flux sortant de cations est augmentée et la phase de latence en présence de fortes
concentrations en métaux lourds est réduite (Nies, 1992)"°.

L’organisation des génes au niveau de I’opéron czc a pu étre élucidée (Figure 2). Il code pour
huit protéines : trois qui interviennent directement dans le mécanisme d’efflux [CzcA, CzcB
et CzcC], cinq qui permettent la régulation du transport [CzcR, CzcS, CzcD, Czcl et CzcN]

(Nies, 1992" ; Diels et al., 1995" ; van der Lelie er al., 1997').

— ezdN H ezl H czeC czcB czcA czeD czcR | czcS

Figure 2 : Organisation des génes de 1'opéron czc, d'aprés van der Lelie et al., 1997%.

~ Le mécanisme de flux sortant de cations: CzcA est la protéine centrale de ce
mécanisme. En effet, en son absence, aucune résistance n’est exprimée (Nies et al., 1989)".
Elle agit comme un antiporteur chimiosmotique cation / H* et son profil d’hydropathie permet
de prédire qu’il s’agit d’un polypeptide possédant 12 segments transmembranaires (Diels et

al., 1995)". Elle appartient, en accord avec la définition, a la famille des protéines RND
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(Resistance / Nodulation / Division) (Saier et al., 1994)'®. Mais CzcA seule ne permet qu’un
faible niveau de résistance aux cations. Par contre, dés qu’elle est associée & CzcB, il y a
apparition de I’efflux de Zn** quasiment aussi efficace que lorsque le systéme est complet
(Nies et al., 1989)". CzcB possede des motifs riches en histidine qui sont considérés comme
les sites de fixation du zinc (Rensing et él., 1997)". Ces motifs ne sont pas essentiels pour la
détoxification de cé cation, cependant ils sont requis pour ’expression compléte de I’efflux.
L’analyse de la séquence de CzcB montre qu’il pourrait s’agir d’une protéine de membrane
cytoplasmique qui appartiendrait & la famiile des protéines de fusion de membrane [PFM]
(Dong et Mergeay, 1994)20. Une localisation périplasmique de cette protéine est probable
(Rensing et al., 1997)". Ce n’est que lorsque CzcC est ajoutée aux deux premiéres protéines
que le syst®me acquiert toute sa spécificité (Nies et al, 1989)'. CzcC posséde des
homologies de séquence et des similitudes de topologie avec les protéines de la famille des
facteurs de membrane externe [FME] (Dong et Mergeay, 1994)20. Mais comme pour CzcB, sa
localisation est périplasmique (Rensing et al., 1997)" Toutefois CzcA et CzcC ne catalysent
pas Defflux de Co™ et Cd** quand CzcB est absente. Ainsi CzcC semble modifier la
spécificité du systéme en agissant peut-étre sur CzcB (Nies et al., 1989)". Le dernier modéle
proposé pour ce systéme de flux sortant est illustré par la Figure 3, la protéine hypothétique de
membrane externe appelée ‘OmpY’ permettrait le passage des cations de la membrane

externe vers ’espace extracellulaire.
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Out
'Ompv' i
fln
OM
[

x Out : milieu extracellulaire
Mur CzeC OM : membrane externe
Peri \ ﬂ cach glur :. muremop,lgsme .

_ erl : espace périplasmique
I CPM : membrane cytoplasmique
CPM
I
Cze

Figure 3 : Modele du mécanisme de flux sortant de Cd, Zn et Co codé par l'opéron czc, d'aprés

Rensing et al., 1997%.

Si le mécanisme de flux sortant de cations est la réponse principale face i de fortes
concentrations en métaux lourds, dans le cas du zinc, Alcaligenes eutrophus CH34 synthétise
une métalloprotéine de 20 kDa (Remacle et Vercheval, 1991)*. 1l n’existe aucune preuve de

Pimplication de cette protéine dans la résistance au zinc.

~ La régulation du mécanisme de flux sortant de cations : pour obtenir une bonne
régulation de I’expression de czc, au moins deux systemes de régulation semblent exister,
basés sur le méme principe, & savoir une protéine de membrane qui joue le réle de "senseur"
interagissant avec une seconde protéine plus hydrophile (van der Lelie et al., 1997)'.
Le premier systéme est composé de la protéine CzcD qui est une protéine liée a la membrane

externe et dont la présence est requise pour I’induction de czc, quand le systeme CzcABC est
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complet, la délétion du géne czcD induit 1a perte de I’induction du systéme par le zinc (Nies,
1992). CzcN est une protéine liée a la membrane externe, donc seul Czcl peut jouer le rdle
de deuxiéme protéine du systéme, mais ses fonctions et sa localisation restent inconnues (van
der Lelie, 1997)'°. Ce mécanisme est activé par des concentrations de Zn?*, Co®*, Cd*
inférieures a 50 uM et va induire l’expreésion de I’opéron czc.

Le deuxieéme systéme de régulation est composé de CzcR et CzcS. CzcS a été identifiée
comme étant une histidine kinase qui joue le role de "semseur", CzcR étant I’activateur
synthétisé en réponse (van der Lelie ef al., 1997)'%. CzcR est une protéine qui contient trois
sites potentiels de liaison au métal, son activité est modulée par Zn>* et sa présence est
essentielle pour I’expression compléte des résistances (Nies, 1992)"°.

Les fonctions et la localisation de CzcN sont inconnues, seul son profil d’hydropathie permet

de prédire qu’il s’agit d’une protéine transmembranaire (Diels ef al., 1995)".

~ quatre étapes d’induction du systéme de flux sortant codé par czc ont été proposées
(Van der Lelie et al., 1997)'°. Dans la premitre étape, seules des traces de zinc, cadmium ou
cobalt sont présentes, il y a une faible transcription du systtme CzcD / Czcl, aucune
transcription de czcABC et aucune expression de czcRS. Dans cette situation, CzcD surveille
Iapparition de cations dans le périplasme. Quand des cations apparaissent dans le périplasme
(deuxiéme étape), CzcD va interagir avec Czcl et ’opéron czcABC est faiblement exprimé.
Quand les concentrations intracellulaires de cations augmentent (troisiéme étape),
’expression de czc est activée sous I’action de CzcR et CzcS. Dans la quatriéme étape, les
concentrations cytoplasmiques des cations sont & nouveau faibles, mais une transcription de

base de czc reste stimulée par la présence des cations dans le périplasme via CzcD et Czcl.
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~La résistance au mercure est prise en charge par un transposon nommé Tn4380

(Diels et al., 1985)*.

1.3.2. Le plasmide pMOI.28

Le plasmide pMOL28 [180 kbp] (Figure 4) est le second plasmide que contient
Alcaligenes eutrophus CH34. 1l code pour les résistances au nickel, cqbalt, zinc, thallium
(locus #lIA), mercure et 4 I'anion chromate (Mergeay et al. , 1985)°. Les opérons cnr (codant
pour les résistances aux Ni, Co et Zn) et chr (codant pour la résistance 3 1'anion chromate)
sont adjacents, mais séparés et portés par un méme fragment de 30 kbp (Peitzsch et al.,
1998)’. Tout comme dans le cas de czc, ces trois résistances sont inductibles (Siddiqui et al.,
1988)>. Les CMI pour ces métaux sont de 3 mM, 5 mM et 0,2 mM pour Ni, Co et 1'anion

chromate respectivement (Siddiqui et al., 1989% ; Peitzsch et al., 19987).

BamHi
: BamHi
BamHi
BamHI
.BamHl
.BamH| .
nsort BamHi o Rl 7 BamHi | Sites de coupure des enzymes
- Insertion EcoRl 2 5y EcoRi BamH) ST
point CESR Sh repA28.parABSHE N 17 N\ BamHi de restrlct‘lon/.
oo /,,"’ MEx o 34 - EcoRI (isolée chez
coR| ~ . . .
/ s Tnaars L kem 18\ BamHl  Fscherichia coli)
[ o -Bamti - BamHI(isolée chez Bacillus
i PMOL23 1S1086 = . .
EoRl o g " Eeom amyloliquefaciens)
s
\cnﬁ!HcBA 180kb -
BamHI~ ) _— R
I . localisation des génes
~ BamH
\ ca “BamHl cnr, Tn (transposon), chr, rep
BamHl Tl E ; (replicon) et IS
Rt

‘BamHI
BamHi BamHI
BamHl -
BamH! BamHi
BamH| ]

Figure 4 : Carte physique et de restriction du plasmide pMOL28, d'aprés Taghavi et al.,
1997,
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~ Résistance a l'anion chromate : cette résistance est codée par I’opéron chr et est
portée par un fragment Eco-RI de 2,6 kbp (Nies et al., 1990)*. Cet opéron code pour 3
protéines: ChrA (31,5 kDa) qui fonctionne en tant que pompe pour le flux sortant de cet
anion, ChrB (21 kDa) qui jouerait un-double rdle en tant que protéine de régulation et partie
intégrante du systeme d’efflux, enfin la troisieme protéine ne semble pas intervenir dans ce
systeme (Nies et al., 1990)*. Cette résistance se traduit par la réduction de ’accumulation de
chromate. Récemment, une inter-relation entre ce flux sortant et la concentration en sulfate du
milieu a été montrée (Peitzsch et al., 1998). En effet, dans des conditions de carence en
sulfate, le chromate est transporté rapidement dans la cellule oi il est réduit sous une forme
moins toxique. Par contre lorsque la concentration en sulfate est suffisante, le chromate n’est
pas réduit car le systtme de réduction du sulfate est réprimé, ainsi il s’accumule 2 des
concentrations toxiques. Dans ce cas, le systéme de flux sortant de chromate est induit pour
baisser le concentration intracellulaire de cet jon. ChrA serait donc une "soupape de sécurité"

pour le chromate, ce qui explique la grande spécificité de I’induction.

=~ La résistance au mercure est prise en charge par un transposon nommé Tn4378

(Diels et al., 1985)%

=~ L’opéron cnr: les résistances au Ni et au Co sont portées par deux fragments de
pMOL28, un fragment nommé EK1 de 8,5 kbp et un fragment HindIIl de 13,5 kbp appelé
HK1, EK1 étant contenu dans HK1 (Siddiqui et al., 1989)24. Ces résistances sont inductibles,
puisque, dans le cas du Ni, lorsque les bactéri;es sont précultivées dans des concentrations non
toxiques du métal (0,03 4 0,5 mM), il y a expression compléte de la résistance et disparition

de la phase de latence lors de la remise en culture dans 3 mM de Ni (Siddiqui et Schlegel,
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1987)26. Ces résistances se font par un systeéme de flux sortant de cations énergie-dépendant
(Sensfuss et Schiegel, 1988)%.

L’étude du fragment EK1 a permis de mettre en évidence que I’opéron cnr codait pour 7
protéines CnrA (115,5 kDa), CnrB (40 kDa), CnrC (44 kDa), CnrH (11,6 kDa), CnrY, CnrR
et CnrX (Liesegang et al., 1993)*®. Il y a une forte homologie entre les opérons czc et cnr
(Figure 5) : CnrC et CzcC sont identiques 2 30% au niveau des acides aminés et sont toutes
deux des protéines hydrophiles, CnrB et CzcB partagent 28,5% d’homologie et CnrB est
essentielle pour la résistance au nickel, CnrA et CzcA partagent 48,5% d’homologie, CnrH a
un effet activant sur la résistance au nickel (Liesegang et al., 1993)®. Ainsi, tout comme
CzcA, CnrA serait la protéine de membrane cytoplasmique du systéme. Avec cette homologie
de séquence entre les protéines produites par cnr et celles de czc, Dong et Mergeay (1994)20
ont prédit une similitude dans la topologie des deux systémes de flux sortant. CnrH serait un
activateur de ce systéeme d’efflux. Quant & CnrX, cette protéine est riche en résidus histidine
qui sont capables de se lier au Ni (Schmidt et Schlegel, 1994)®. CnrY interviendrait
également dans la régulation de ce mécanisme pour maintenir une concentration bénéfique de
métal dans la cellule (Schmidt et Schlegel, 1994)%. Ceci répond au cas particulier du Ni qui
intervient dans la formation de I’hydrogénase cytoplasmique d’Alcaligenes eutrophus CH34.
En effet, une concentration de 1 4 3 uM de NiCl, est nécessaire pour obtenir un taux optimum
de formation de l'hydrogénase cytoplasmique, au-dessus de ces concentrations, il y a

inhibition de cette formation (Siddiqui et al., 1988)*.
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Opéron cnr : Résistances au Co, Ni,
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{ |1 Systéme de transport ]

Opéron czc : Résistances au Co, Zn, Cd

Figure 5 : Organisation des opérons czc et cnr, homologies entre ces deux systémes (d'aprés

Collard et al., 1994 %)

Une relation entre la résistance au Zn et la régulation de cnr a été montrée chez
Alcaligenes eutrophus CH34 (Collard et al, 1993)*!. En effet, lorsque la résistance au Ni est
induite, d’une faible résistance au Zn apparait. Ce phénoméne ne s’applique pas a l'anion
chromate.

Le deuxiéme systéme de flux sortant de cobalt, appelé CobA, qui est codé par cnr est différent
de celui codé par czc, mais ils concourent tous les deux 2 la résistance a cet ion (Nies et al.,
1989)"7,

Alcaligenes eutrophus CH34 présente donc un intérét au niveau de 1’environnement
car la présence des deux mégaplasmides peut en faire un bon bioindicateur de pollution par
les métaux lourds, mais aussi un intérét au niveau de I’étude morphologique des antigénes de
la membrane externe impliqués dans les résistances aux métaux lourds, dans le transport de

cations essentiels comme le fer et de la réponse immunitaire induite par cette bactérie.
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Cependant, les techniques d'identification de cette sbuche bactérienne sont lentes et
fastidieuses. Il s'agit de la culture dans des milieux sélectifs et de l'utilisation de tests
biochimiques comme la galerie API 20NE (Bio-Mérieux). Ceci empéche donc un suivi en
continu de la présence d'Alcaligenes eutrophus CH34 et? le repiquage sur différents milieux,
peut induire la perte de certaines caractéfistiques phénotypiques. Ainsi, la mise au point d'un
test de détection basé sur des anticorps monoclonaux (Acms) permettra une détection rapide

et spécifique de cette souche bactérienne.

2. Mécanisme de transport du fer

2.1. Généralités

Le fer est le quatrieme €lément le plus abondant dans la crofite terrestre. Cependant dans
des conditions aérobies et a un pH proche de la neutralité, il existe sous la forme de composé
minéral insoluble de type oxyhydroxyde de formule générale FeOOH (Guérinot, 1994)*, ce
qui réduit, sa biodisponibilité. Cependant, le fer est un nutriment essentiel pour le
développement bactérien car il intervient dans des processus allant de la respiration a la
synthése des ribonucléotides (Guérinot, 1994)*2. Les bactéries ont ainsi mis au point des
stratégies pour fixer le fer et se protéger de ses effets toxiques. Pour optimiser la fixation du
fer libre, les bactéries excrétent une protéine de faible poids moléculaire (< 1000 Da)
chélatant spécifiquement le fer et appelée sidérophore (Silver et Walderhaug, 1992)"°. Leur
constante d’affinité pour les ions ferriques varie de 10°° 2 10°° (Neilands, 1994)*. Du point de
vue chimique, la plupart des sidérophores peuvent étre classés en tant qu’hydroxamates,

produits par exemple par des bactéries de type Enterobacter (Crosa, 1989)*, ou que
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catécholes, produits par exemple par Escherichia coli (Koster, 1991)*, dont les prototypes

respectifs sont le ferrichrome et I’entérobactine (Figure 6).

o X
H
0
3 o HO:E\SO
Ri=R,=H B HO

R; = CHj3

Figure 6 : Structure chimique des molécules de ferrichrome (A) et d'entérobactine (B), d'aprés

Rabsch et Winkelmann (1991)*.

La détection et la caractérisation des sidérophores est réalisée a 1’aide de tests
colorimétriques. Le test au chrome azurol S (test CAS) permet de détecter tous les types de
sidérophores (Schwyn et Neilands, 1987)””. Pour discriminer la classe de ces protéines, deux
essais existent principalement: le test de Csidky permet de: détecter spécifiquement les

hydroxamates, le test de Arnow permettant de détecter les catécholes (Payne, 1994)*%,

2.2. _Le sidérophore chez A laligenes etrophus CH34

Le transport du fer chez Alcaligenes eutrophus CH34 n’a pas encore été trés étudié. Le
sidérophore, produit par cette bactérie, a été appelé alcaligine E et a été caractérisé comme
étant de type phénolate (Gilis et al., 1996)39. Le seul sidérophore connu pour contenir ce type
de groupement de fixation du fer est la pyochéline (Figure 7), ou acide 2-(2-(o-
hydroxyphényle)-2-thiazoline-4-yl)-3-méthyl-4-thiazolidine  carboxylique, produit par

exemple par Pseudomonas aeruginosa (Cox et Graham, 1979)*, Bordetella pertussis ou
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bronchiseptica (Moore et al., 1995)"'. Cependant, les deux protéines semblent présenter
quand méme des différences laissant penser que alcaligine E serait un nouveau type de
sidérophore, mais cela n’a pas encore été confirmé. En effet, la pyochéline est incapable

d’induire la fixation du fer chez Alcaligenes eutrophus CH34 (Gilis et al., 1996)>.

OH

COz"I

Figure 7 : structure chimique du sidérophore pyocheline produit par Pseudomonas aeruginosa

(d'aprés Namiranian et al., 1997)*.,

La stoechiométrie de fixation du fer pour la pyochéline est de 2 sidérophores pour un Fe(III).
Il s’agit d’un composé d’un poids moléculaire de 324 Da avec un faible coefficient de fixation
du fer de 1’ordre de 5.10° (Crosa, 1989)*. Cette faible affinité s’explique par le fait que
Pseudomonas aeruginosa produit un autre sidérophore, la pyoverdine. En cas de carence en
fer, la bactérie produirait en faible quantité les deux types de sidérophores. En final seul le

sidérophore le plus adapté serait synthétisé (Gensberg et al., 1992)*.

2.3. _Le mécanisme de transport du fer

Mé€me si le mécanisme de transport du fer via la pyochéline chez Pseudomonas
aeruginosa n’est pas complétement éclairci, I’ensemble des études menées permet de
proposer le mécanisme suivant : aprés la cféation du complexe fer-sidérophore, ce dernier
vient se fixer sur une protéine de la membrane externe (OMP) de 75 kDa, nommé FpvA

(Poole et al., 1993)*, qui est le récepteur spécifique de la pyochéline (Ankenbauer, 1992)*. 11
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semble cependant qu’une deuxidme OMP de 14 kDa (Sokol et Woods, 1983)* soit requise
pour le transport efficace de la pyochéline (Guérinot, 1994)32:

Chez Alcaligenes eutrophus CH34, Vexcrétion du sidérophore s’accompagne de
Iexpression sur la membrane externe (ME) de protéines régulatrices du transport du fer (Gilis
et al., 1996)*. Leur poids moléculaire est de 85,3, 77,8 et 74,5 kDa. La protéine de 85,3 kDa,
codée par le géne aleB, semble étre le récepteur spécifique du sidérophore. L’analyse de la
séquence de cette protéine montre de fortes similarités avec des récepteurs d’autres souches
bactériennes, par exemple IutA, le récepteur de 1’aérobactine chez Escherichia coli, ou FpvA,
le récepteur de la pyochéline. Cette analyse a aussi montré la présence de sites de fixation de
TonB, protéine importante pour l'internalisation du complexe fer-sidérophore.

Cette derniére est initiée par un changement de conformation du récepteur, et ce transport
actif se fait par un apport énergétique grice 2 la protéine TonB (Jaskula et al., 1994)*". TonB
permet aux bactéries a Gram(-) de conserver le rdle protecteur de la ME sans en subir la
contrainte principale, a savoir : I'impossibilité de faire passer a travers la ME des nutriments
supérieurs 4 600 Da de par son asymétrie (Postle, 1990)**. La maniére dont TonB interagit
dans tous les cas avec le récepteur du complexe fer-sidérophore a été élucidée (Letain et
Postle, 1997)*. Comme Pillustre la Figure 8, cette protéine permet la transduction d’énergie
entre le ME et la membrane cytoplasmique (MC). Elle se charge en énergie dans la MC par
interactjon avec de nombreuses protéines (étape 1), puis la protéine va se fixer sur la ME soit
en se dissociant complétement de la MC (étape B1), soit en restant partiellement associée
avec celle-ci (étape B2). TonB est ensuite régénérée au niveau de la MC par interaction avec
ExbD et ExbB (étape C) et le cycle recommence. En fait, ce serait le changement de
conformation du récepteur du complexe fer-sidérophore qui déclencherait 1'ensemble du

cycle, TonB interagissant alors directement avec le récepteur de ME (Moeck et Coulton,

1998)*.
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OMR : récepteur spécifique du complexe fer-sidérophore

? ; protéine de I’espace périplasmique intervenant dans le transport

Figure 8 : Modele du mécanisme de transport de 1'énergie par TonB, d'aprés Letain et Postle

(1997)%.

Des études récentes (Britigan et al., 1997°" ; Britigan et al., 1998°%) ont montré que la fixation
du fer sur la pyochéline catalysait la formation de radicaux hydroxyles (OH) lors d'infections,
chez I'homme, par Pseudomonas aeruginosa. Ce phénomeéne induisait des dommages aux
cellules humaines.

La passage vers la MC demande la présence d’une protéine de I’espace périplasmique, de
plusieurs protéines de la MC et d’ﬁne protéine polaire li€e & la MC contenant deux régions
caractéristiques des protéines de liaison aux nucléotides (Guérinot, 1994)*2. Une protéine de
90 kDa environ de I’espace périplasmique, intervenant dans le transport du fer, a été identifiée

chez Pseudomonas aerugiﬁosa (Ankenbauer, 1992)*.
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L’ensemble des génes qui interviennent dans ce transport est régulé négativement par la
protéine Fur, elle se fixe étroitement aux opérateurs de I’ADN en présence de fer mais pas en

son absence (Prince et al., 1993)>.

Apres son entrée dans le cytosol, le relafguage du fer peut se faire selon deux voies (Crosa,
1989)* : le complexe fer-sidérophore est dissocié par action d’une estérase spécifique, ou le
fer (IIT) est réduit en fer(I) qui présente une plus faible affinité pour le sidérophore. Ce
dernier mécanisme apparait comme commun a tous les systtmes de fixation du fer. Le

sidérophore, quant a lui, est soit détruit, soit recyclé et excrété dans le milieu extracellulaire.

Si les sidérophores présentent une trés forte affinité pour le fer, il n’est cependant pas exclu
qu’ils fixent d’autres ions métalliques divalents. C’est le cas de la pyochéline, chez
Pseudomonas aeruginosa, qui est capable de fixer des ions zinc, et dont la stoechiométrie de
réaction est 2 sidérophores pour 2 ions (Namiranian, 1997)*>. Une étude précédente menée par
Visca et al. (1992)54, chez la méme bactérie, a montré que la pyochéline pouvait fixer d’autres
métaux de transition comme Cu(II), Co(II), Mo(VI) et Ni(Il) avec une affinité appréciable.
Cette équipe a aussi montré que la régulation de la synthése du sidérophore pyochéline était
sous la dépendance de ces métaux. En effet, Fe(III) et Co(II) 2 10 uM ou Mo(VI), Ni(II) et
Cu(Il) a2 100 uM répriment 1’expression de pyochéline et réduisent 1’expression de OMP de
75, 68 et 14 kDa. Cette méme interaction a été montrée pour le sidérophore d’Alcaligenes
eutrophus CH34. En effet, I’ajout du sidérophore dans un milieu de culture enrichi en

cadmium modifie la biodisponibilité de ce métal pour la bactérie (Gilis et al., 1998)™.

Cette analyse suggére que le mécanisme de transport du fer chez les bactéries serait un

systéme suffisamment spécifique pour permettre l'utilisation des protéines de la ME,
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impliquées dans ce transport, comme immunogénes pour la production d'Acms dirigés contre

Alcaligenes eutrophus CH34.

3. La membrane externe

Lors de la réponse immunitaire contre une bactérie & Gram(-), les premiers antigénes

(Ag) rencontrés par les anticorps (Ac) se trouvent sur la ME. Ainsi cette enveloppe prend

toute son importance dans le processus de production d'Acms.

3.1. Lamembrane externe des bactéries 2 Gram(-

\ ,
i

Ligoprotéine
de Broun

Lipeporssac. havide
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Figure 9 : Représentations des enveloppes des bactéries a Gram (-), d'apres Prescott et al.

(1995)°°.

Comme le montre la Figure 9, la ME posséde un structure membranaire dissymétrique.

Elle est composée de 45 & 50% de protéines, de 30 % de lipopolysaccharides (LPS) et de 20 &

25 % de phospholipides (Beveridge, 1981)”.
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Les protéines sont les immunoggnes les plus puissants. 11 en existe une grande variété
au niveau de la ME. Un petit nombre de ces protéines sont présentes en grande proportion et
sont désignées comme protéines "majeures” (Salton, 1987)%%. Chez Escherichia coli, par
exemple, elles sont au nombre de quatre (Hindennach et Henning, 1975)°. Mais de
nombreuses protéines sont aussi présentes au sein de la ME en faible proportion. Leurs réles
sont trés variés :

e participer a la résistance aux métaux lourds, comme 1'OmpY pourrait le faire
chez Alcaligenes eutrophus CH34 (Rensing et al., 1997)".

¢ assurer la formation de "pores" pour permettre le passage de solutés
hydrophiles ayant un poids moléculaire inférieur 2 600 Da (Prescott ez al.,

1995),

permetire la synthése du flagelle ou I'ancrage de ce demier dans la ME,

permettre la sécrétion de protéines vers le miliey extracellulaire (Parsot et

Wandersman, 1996)60,

faciliter I'adsorption de métaux comme Ie font les métallothionéines, par
exemple la protéine HMT (Human Metallothionéine)1A, chez les

mammiferes pour la fixation du cadmium (Sousa et al., 1998)%,

permetire la tolérance a des substances comme des solvants, par exemple

TolC chez Escherichia coli (Aona et al., 1998)62,

De plus, les conditions de culture influencent la composition en protéines de la ME
(Domingues et al., 1998 ; Hostacka et Karelova, 199864). En effet, selon ces conditions, les
bactéries vont surexprimer ou réprimer des protéines sur leur ME en réponse 2 ces stress.

Les LPS sont de puissants antigénes disposés sur la face externe de 1a ME. Il s'agit de

la fraction polyosodique du LPS qui porte les spécificités antigéniques O des bactéries. Clest
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en effet la nature et le mode de liaison des sucres qui déterminent la spécificité antigénique
(Figure 10). Les antigénes O, dépourvus en eux-mémes de toxicité, permettent le sérotypage
des bactéries. (Sendra er al., 1998)%. De plus, le lipide A est la fraction la plus active des
LPS, responsable de ses effets biologiques et de sa toxicité. Il constitue donc un bon site

antigénique.

Chaine latérale O pol Noyau | Lipide A

Figure 10 : Représentation schématique de la molécule de lypopolysaccharide (d'aprés

Centoxin, monographie médicale, 1995)%.

De nombreuses études ont été menées pour montrer l'implication des protéines de la
ME dans le transport du fer. Chez Escherichia coli K-12 , des protéines de ME interviennent
dans ce phénomene (Neilands, 1982)”". La méme démonstration a &té faite chez Pseudomonas
aeruginosa (Sokol et Woods, 1983* ; Gensberg et al., 1992*), ainsi que chez Alcaligenes
- eutrophus CH34 (Gilis et al., 1996)* et chez Salmonella enterica (Baumler et al., 1998)%%,

Des Acms ont été utilisés pour étudier le transport du fer au niveau de la ME chez
Vibrio cholerae (Sciortino et al., 1985)%, et chez Yersinia enterocolitica (Kooi et Sokol,

1995)™.
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D'autres travaux ont mené & la production d'Ac polyclonaux ou monoclonaux, principalement
dirigés contre des protéines purifiées de la ME. Ces derniers étaient utilisés pour localiser des
protéines lors des étapes de caractérisation de celles-ci (Shang et al., 1997"! ; Mahasreshi et
al, 19977), soit en tant que marqueur de conditions de culture comme la carence en

phosphate (Leopold et al., 1997)7.

Ainsi en raison de sa localisation, de sa composition et de son réle, la ME semble
I'immunogene de choix pour I'obtention d'Acms contre des bactéries. Mais le grand nombre
d'Ag potentiels dont elle est composée fait que le nombre d'Acs obtenus peut étre trés
important. De plus, la plupart de ces Ag sont communs a de nombreuses souches
bactériennes. Les conditions de culture, amenant 2 la surexpression de certaines protéines

spécifiques a chaque souche bactérienne, sont donc importantes a définir.

Afin de pouvoir utiliser la ME comme Ag pour la production d'Acms contre
Alcaligenes eutrophus CH34, il est nécessaire de séparer cette enveloppe sans contaminations

par d'autres fractions de la bactérie et en conservant la structure des protéines.

3.2, MEéthodes de séparation de la membrane externe

Les méthodes d'isolement des enveloppes bactériennes sont compliquées par la
structure méme de la ME et par les fortes variations de structures entre les espéces. En effet,
le peptidoglycane est fortement lié 4 la ME par lintermédiaire de protéines et il est trés
difficilé de les séparer, ce qui améne des contaminations de la ME. De plus, il faut une
méthode trés fiable pour pouvoir isoler la ME de la MC.

Les premiers essais utilisaient la lyse cellulaire en utilisant le lysozyme (Repaske,

1958)™ ou I'EDTA et le lysozyme (Osborn et Munson, 1974)°. Ces méthodes sont peu
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respectueuses des structures bactériennes car la ME doit étre endommagée pour permettre le

passage du lysozyme.

Différentes équipes ont travaillé pour obtenir des ME purifiées et il y a quasiment

autant de techniques que de travaux. Ceci montre l'extréme difficulté 3 obtenir des ME pures

et qu'aucune technique, développée jusqu'a présent, ne semble étre la panacée. Nous pouvons

citer quelques techniques utilisées :

Miura et Mizushima (1968)’°, chez Escherichia coli K-12, utilisent une lyse
osmotique suivie d'une centrifugation en gradient de sucrose

Forsberg et al. (1970), chez Alteromonas haloplanktis, utilisent des
solutions de sucrose 0,5M et de NaCl 0,5M, des centrifugations et 1'action
d'enzymes comme le lysozyme, les Dnases et Rnases
Yamato er al. (1975)®, chez Escherichia coli, utilisent du lysozyme, de
I'EDTA, du SDS, une presse de French, des sonications et des
centrifugations

Mizuno et Kageyama (1978)"°, chez Peusomonas aeruginosa, utilisent du
Na-EDTA, du sucrose 2M, du lysozyme et des centrifugations.
Anwar et al. (1983)*, chez Pseudomonas cepacia, utilisent du sucrose 20%,
du lysozyme, une presse de French et des centrifugations

Falla er al. (1990)81, chez Pseudomonas fluorescens, utilisent du sucrose
0,5M et des centrifugations

Shang et al. (1998)82, chez Borrelia hermsii, utilisent des vortexages a bas
PH dans un tampon hypotonique de citrate et des centrifugations en gradient

de sucrose.
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Afin de vérifier la pureté des fractions obtenues, la plupart de ces €quipes ont dosé des
marqueurs spécifiques des enveloppes, a savoir le KDO (3-céto-2-déoxyoctonate), faisant
partic de la molécule de LPS de la ME et la succinate déshydrogénase (SDH) pour la

membrane cytoplasmique.

Pour ce travail, nous avons choisi la méthode proposée par Forsberg et al. (1970)”7
modifiée par Falla et al. (1990)% qui est facilement mise en ceuvre et ne requiert que peu de
matériel. De plus, les ME obtenues présentent un grand degré de pureté. Elle présente donc le

meilleur rapport qualité / efficacité, mais elle n'a jamais été appliquée a Alcaligenes eutrophus

CH34.

4. Les anticorps monoclonaux

4.1. _Fonction et structure des anticorps

La réponse immunitaire est un systéme de protection qui défend son héte contre des
agressions extérieures. Elle se scinde en deux types : la réponse cellulaire assurée par des
cellules de type monocytaires, granulocytaires et autres, et la réponse humorale assurée par les
Ac. Une infection ou une immunisation induit un ensemble complexe de réactions qui aboutit
a la stimulation des lymphocytes B. Ces derniers produisent des protéines appelées Ac qui se
lient 2 I'Ag étranger. Cette liaison induit la destruction ou la neutralisation de I'Ag par
phagocytose et activation du complément (Kuby, 1992)®,

Cinq classes d'Ac (ou immunoglobulines (Ig) ) existent. Il s'agit des IgA, IgD, IgE, IgG et
IgM. IIs différent 2 la fois par leur role physiologique et par leur structure. D'un point de vue
structural, les IgG sont une classe particuliére d'Ig qui a été trés étudiée, sans doute a cause du
r6le dominant qu'elles jouent dans la réponse du systéme immunitaire mature. La plupart des

connaissances sur la structure des Ac vient de la cristallographie par rayons X et de 1'étude de
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la séquence des génes codant pour les Ig (Kabat et al., 1991)*. L'IgG est une protéine en
forme de "Y" composée de deux chaines lourdes et deux chaines légeres liées par des ponts
disulfures (Figure 11). Par action d'enzymes, comme par exemple la papaine, 1'IgG peut étre
fractionnée en deux régions : Fc et Fab (Bach et Lesavre, 1993)¥. Le fragment Fc
(cristallisable) porte les fonctions effectrices de chaque classe ou sous-classe d'Ig. Les deux
fragments Fab (antigen-binding) comportent chacun une chaine légére et une moitié de chaine
lourde. Ils sont capables de se lier spécifiquement 4 I'Ag grice a I'association des extrémités
NH;-terminales de chacune de ces chaines. Cette spécificité de liaison est assurée par la
complémentarité entre les trois régions hypervariables, formées de quelques acides aminés, de

la boucle Vy et celles de la boucle V.

Hinge : région charniére
Cy. : constante légére

V. : variable 1égére

Vy : variable lourde

CH1, CH2, CH3 : boucles
constantes des chaines
lourdes

Figure 11 : Structure tridimensionnelle d'une IgG

Afin de remplir leur réle crucial dans la défense de T'organisme, les Ac doivent étre
capables de s'adapter facilement. Le systéme immunitaire devant faire face 4 une grande
vari€té de substances étrangdres (bactéries, virus, toxines,...), les Ac doivent é&tre
extrémement diversifiés pour répondre A ces agressions. A travers un processus complexe de

modifications des génes, les lymphocytes B peuvent produire jusqu'a 10" IgG qui différent
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dans la composition de leur site de fixation (French et al., 1989)*, mais chacun produit un
seul si¢ge de reconnaissance.

Un autre attribut important de 1'Ac est sa spécificité. Afin de ne reconnaitre que les Ag
étrangers, les lymphocytes, au niveau de la rate, sont mis en contact avec l'ensemble des Ag
du Complexe Majeur d'Histocompatibilité. Cette spécificité est €galement le résultat de la
nature complémentaire du phénoméne de fixation Ag-Ac (Pressman, 1957)¥. En tirant
avantage des propriétés chimiques variées de 20 acides aminés, le systéme immunitaire est
capable de générer un grand nombre de sites de fixation de I'Ac (paratope) qui peut
s'accommoder de 1a taille, de la charge et de I'hydrophobicité d'un Ag donné. Le haut degré de
complémentarité de la fixation de I'Ac permet une haute affinité pour 1'Ag. La constante

d'affinité a I'équilibre peut atteindre 102 M/L (Schutz et Jacobs, 1988)%, 1a moyenne se

situant & 107 M/L.

La capacité d'un organisme & produire des Ac spécifiques d'un Ag fait de ces derniers

un merveilleux outil de détection voire de thérapie.

4.2.  Production et isolement d'anticorps polyclonaux et monoclonaux

Deux types d'Ac peuvent &tre utilisés. Le premier type, les Ac polyclonaux (Garvey et
al., 1977)89 sont obtenus en immunisant aes animaux tels que la chévre, le mouton, la souris,
le lapin, voire la poule. Aprés immunisation, le sang de 1'animal est prélevé et les Ac peuvent
étre purifiés directement 2 partir du sérum. Comme leur nom l'indique, les Ac polyclonaux
proviennent d'une grande variété de lymphocytes B qui différent au niveau du matériel
génétique codant pour la production d'Ac. Dans les échantillons d'Ac polyclonaux, une faible
proportion de ces Ig (0,1 a 10%) pourra &tre spécifique de 1'Ag avec lequel 1'animal a été

immunisé.
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Le second type d'Ac, les Acms (Goding, 1986)”, sont obtenus par un procédé plus
complexe. La technologie associée 3 la production d'Acms (Kéhler et Milstein, 1975%';
Kéhler et Milstein, 1976 Galfré et al, 1977°%) est donnée dans la Figure 12. Un
mammifere, par exemple une souris, est immunisé par des injections répétées de I'Ag. Les
protocoles d'immunisation sont trés variables puisque le nombre d'immunisations va de une
(Lai er al.,1990)** 3 six (Bermingham er al., 1995)” injections intrapéritonéales ou sous-
cutanées espacées de 15 jours, avant de recevoir un rappel intraveineux 4 jours avant le
sacrifice. La rate de la souris est alors prélevée car elle est riche en lymphocytes B.
Malheureusement ces cellules ne peuvent étre cultivées car leur espérance de survie n'excéde
pas 72 heures.

Pour pallier ce probléme, les splénocytes sont fusionnés, en présence d'un agent de fusion le
polyéthylénegycol (PEG), avec des cellules immortelles de myélome pouvant proliférer in
vitro. Une premiére sélection, basée sur la survie, est réalisée en ajoutant dans le milieu de
cullture un agent sélectif le HAT qui contient de I'Hypoxanthine, de 1'Aminoptérine et de la
Thymidine. Seules les cellules issues de la fusion d'un lymphocyte et d'une cellule de
myélome pourront se développer. Les cellules résultantes, appelées hybridomes, sont criblées
par différents tests immunologiques dont le test ELISA (Harlow et Lane, 1988)*. La
réalisation de ces tests permet d'obtenir des hybridomes qui produisent des Ac spécifiques de
'Ag injecté. Comme un hybridome dérive, en principe, d'un seul lymphocyte B, il produit ce
qui' est appelé un anticorps monoclonal. Des clonages cellulaires sont réalisés pour

I'établissement de la lignée cellulaire.
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Figure 12 : Schéma résumant le protocole de production d'Acms proposé par Kohler et

Milstein (1976). PEG : Polyéthyléneglycol

44



4.3.  Anticorps polyclonaux contre anticorps monoclonaux

S'il n'y a pas de contraintes expérimentales particuliéres, les Ac polyclonaux et
monoclonaux représentent deux sources d'Ac intéressantes, offrant chacune certains
avantages. Dans le cas des Ac polyclonaux, les avantages techniques sont clairs. Les Ac
polyclonaux sont peu onéreux 3 produire par comparaison aux Acms. De plus, de grandes
quantités d'Ac polyclonaux (environ 10 mg/ml), dont seulement 0,1 & 10 % sont spécifiques,
peuvent étre produites a partir du sérum d'un animal immunisé. Enfin, les Ac polyclonaux de
grande affinité peuvent étre isolés apres 2 2 3 mois suivant l'immunisation initiale. Ces
derniers sont moins spécifiques de la structure de I'Ag. Comme ils contiennent 1'ensemble de
la population produisant des Ac spécifiques de 1'Ag envisagé, cela permet une approche
statistique de la réponse immunitaire. Cette approche est beaucoup plus difficile
appréhender avec les Acms. |
D'un autre c6té, les Acmé ont certains avantages sur les Ac polyclonaux. Du fait de leur
nature immortelle, les hybridomes peuvent étre congelés et remis en culture. Ainsi, pour une
lignée d'hybridome donnée, il existe une source constante, reproductible et renouvelable du
méme Ac en grande quantité. Leur composition définie permet une analyse chimique détaillée
au niveau moléculaire. Ce niveau de détail permet également une étude mécanistique de la

liaison Ag-Ac.

Pour répondre i la problématiqge posée par le sujet de ce travail, l'approche par les
Acms, qui allient la spécificité de l1a détection  la reproductibilité de cette derniére, a déja été
utilisée pour déterminer la présence de bactéries ou l'étude de certains mécanismes de
transport comme par exemple, la détection de Clostridium tyrobutyricum (Gu-eguen et al,
1990)”, contre des protéines de la ME chez Haemophilus influenzae type b (Hamel, 1987)%,

ou pour €tudier le transport du fer au niveau de la ME chez Pseudomonas aeruginosa (Sokol
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et Woods, 1986 ; Smith et al., 1991100). Les autres domaines d’application des Acms sont
par exemple l'approche immunothérapeutique du traitement des cancers (Atkins, 1998)'%,
l'identification de virus (Sagazio et al., 1998)'% ou le suivi des stades de développement de
bactéries (Walderich et al., 1998)103, la détection en recherche fondamentale pour

l'identification de génes impliqués dans la formation de protéines (Jennings ez al., 1998)'%,

4.4. Culture des hybridomes

Un fois I'hybridome sélectionné, il est important de produire des Ac en grande

quantité. Pour cela, deux approches sont possibles :

¢ la production in vivo par formation de liquides d'ascites

e la production in vitro par culture cellulaire

Pour la production d'ascites, I'hybridome est injecté a une souris "pristanée" c'est-a-dire traitée
au pristane pour éviter la formation de tumeurs solides. Ces cellules, comme celles de
myélomes, ont la possibilité de produire des tumeurs. Par conséquent, aprés injection, une
tumeur liquide va se développer et le liquide proche de la tumeur, 'ascite, va étre chargé en
Acms. 11 suffira de prélever régulierement ces liquides. Cette technique, si elle permet
d'obtenir de grande quantité d'Acms quasiment purs, est trés contraignante car elle requiert du
personnel qualifié et des locaux adaptés pour recevoir les animaux. De plus, certains pays

comme |'Allemagne l'ont déja interdite sur leur sol.
- La production in vitro va consister 3 maintenir en culture les cellules. Les milieux de culture

utilisés doivent permettre la croissance et le maintien des fonctions spécifiques des

hybridomes. Deux types de milieux de culture sont utilisés :
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~ les milieux supplémentés en sérum : ce sont les milicux de base comme le DMEM
(Dulbecco's modified Eagle medium) ou le RPMI 1640 (Rosewell Park Memorial
Institute) par exemple. Ces milieux contiennent des acides aminés, des vitamines,
une source de carbone (le plus souvent du glucose), et des sels minéraux dissouts
dans de 1'eau chimiquement pure. Ces milieux ont une composition de base et il est
nécessaire de les supplémenter en glutamine, antibiotiques (Pénicilline et
Streptomycine) et en sérum qu'il soit de veau feetal (riche en facteurs de croissance
¢t pauvre en Ig), de cheval ou de veau nouveau-né par exemple. La composition de
ce dernier n'est pas connue précisément, mais elle comporte en particulier : des sels

minéraux, des facteurs de croissance, des Ig, de 1'albumine (Glassy et al., 1988)105.

Le sérum pose deux problémes qui sont son coiit et sa composition variable, ainsi que la
présence d'IgG bovines qui peuvent interférer lors de la purification des Acms (Butler et
Jenkins, 1989)1%.

~ les milieux définis ont été développés pour la production d'Acms entre autre. Ils ont
l'avantage d'étre de composition définie et stable permettant surtout de simplifier la
purification des Acms car ils contiennent de trés faibles concentrations en protéines. Il faut
cependant supplémenter en glutamine pour favoriser le développement des hybridomes. Ces
milieux sont de plus en plus employés pour la production d'Acms (Gaillard, 1993'”" ; Martial,

1991'%),

Si la culture par formation de liquide d'ascite permet d'obtenir de grandes
concentrations en Acms, différents systémes de production d'Acms in vitro existent. Le
premier est la culture discontinue en flacons, ce systéme est utilisé durant toute la phase de

sélection des hybridomes. La faible quantité d'Ac obtenue est le principal désavantage de cette
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technique. Une fois la sélection réalisée, la culture en fed-batch permet d'obtenir de plus
grandes quantités d'Acm car son rendement est 2,5 fois supérieur a celui de la culture
discontinue (Reuveny et al., 1986a)'%, Lorsque l'ensemble des conditions de culture de
l'hybridome sont maitrisées, il est possjble de passer en systtme de culture continue en
utilisant un cytoculteur couplé a un systéme de fibres creuses (Knazeck, 1972)"% ou de
membranes planes (Scheirer, 1998)!!!, Ces systémes sont les concurrents directs de la
production en ascites (Reuveny e al., 1986b)'** car ils permettent d'obtenir plusieurs mg d'Ac

par ml de milieu.

4.5. _ Purification des anticorps monoclonaux

Une fois les Acms produits, il peut étre utile, voire indispensable, de les purifier avant
de les utiliser. Une des possibilités de purification est la chromatographie  base de protéine
G. 11 s'agit d'une protéine de l'enveloppe bactérienne des streptocoques du groupe G qui fixe
-spécifiquement le fragment Fc de nombrguses IgG (Bjorck et Kronvall, 1984)!"3 Un procédé
similaire antérieur utilise la protéine A issue de Staphylococcus aureus (Eliasson et al.,
1988)"*, mais cette protéine fixe avec moins d'affinité que la protéine G certaines IgG de
mammiféres (Fahnestock, 1987)'. Le développement de ce type de chromatographie a
marqué une avancée importante par Tapport aux autres techniques comme la gel filtration, le
sulfate d'ammonium, Il'acide caprylique, les colonnes d'affinité, I'€électrophorése non
dénaturante, ou 1'HPLC. L'échange d'ions ou la précipitation peuvent amener des
contaminations par des protéines indésirables. II est important de noter que dans le cas des Ac
polyclonaux, la chromatographie a protéine G ne tient pas compte de la sélectivité de fixation
et de l'affinité, car la fixation i la protéine G n'est pas influencée par le type d'antigéne
reconnu. Ainsi, les Ac polyclonaux, purifiés par cette technique, sont représentatifs de la
distribution compléte des IgG présents dans le sérum. Le Tableau 1 donne les capacités de

fixation pour ces deux types d'immunosorbents.
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Tableau 1 : Affinités des protéines A et G pour certains anticorps.

. Affinité de la Affinité de la
Anticorps e a . b
protéine A protéine G

IgG; humaine ++++ ++++
IgG, humaine ++++ ++++
IgG3; humaine - ++++
| IgG4 humaine ++++ ++++
IgG; de rat - +
IgG,, humaine - F+++
IgG;, humaine - ++
IgG;. humaine + ++
IgG; murine + +H++
IgGs, murine ++++ ++++
IgGo, murine +++ +++
IgG; murine ++ +++

* d'aprés Langone (1978)'

® d'aprés Bjorck and Kronvall (1984 et Akerstrom et Bjorck (1986)'"7

Apres centrifugation, les surnageants de culture ou les ascites peuvent passer sur une
colonne de chromatographie qui contient de Ia protéine G fixée de maniére covalente sur des
supports a base d'azalactone activée ou de sépharose par exemple. A pH neutre, les IgG sont
fixées et les substances biologiques indésirables, tel que l'albumine ou les acides nucléiques,
peuvent étre €liminées par lavage. Quand le pH est inférieur a 3, les IgG sont €luées de la
colonne (Jungbauer e al., 1989)'%, Apres neutralisation du pH et concentration de I'éluat par
ultracentrifugation, des quantités significatives d'IgG peuvent étre obtenues, jusqua 10 mg
d'IgG humaine par ml de protéine G. Cette méthode de purification se limite & de faibles

volumes de surnageant de culture, ne dépassant pas 100 ml par cycle.

L'approche des Acms semble donc pouvoir répondre a notre problématique. En effet,
le besoin de spécificité, quant & la reconnaissance de la bactérie, fait de cette technique la

meilleure des options, mais il faut également ajouter la reproductibilité donnée & la détection
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du fait du caractére monoclonal des Ac produits. Les Acms fourniront une réponse rapide
lors d'un test de détection sur le terrain, évitant le recours a la culture de la souche sur des
milieux sélectifs afin de l'identifier. Ceci dans l'optique d'utiliser cette bactérie comme
bioindicateur de pollution par les métaux lourds. L'utilisation d'un milieu de culture défini,
aprés la sélection des hybridomes, pourra faciliter la purification des Acms par

chromatographie sur protéine G par exemple.

4.6. _Méthodes d'immunisations 7 utro - Induction d'une réponse immunitaire

primaire

Les travaux portant sur l'immunisation in vitro pour la production d'une réponse
immunitaire primaire débutent dans les années 60, ce type de réponse se traduisant par la
production dIgM (non spécifiques). Les premiers essais, pour produire des Ac, ont été
menés sur des fragments de rate ou des cellules dissociées de rate (Richardson et Dutton,
1964)'"® & animaux préalablement immunisés. La culture de ces cellules mises en présence de
Pantigeéne, des globules rouges, permettait le dosage des anticorps produits par l'apparition de

plages de lyse.

Une extension de ces travaux a été proposée par Mishell et Dutton (1966)'*°, qui ont
montré qu’une suspension de cellules dissociées de rate de souris, non immunisée, pouvait
€tre stimulée pour produire des Ac. L’Ag utilisé était des globules rouges et la production
d’Ac (IgM non spécifiques) était visualisée par la formation de plages de lyse lors de la
culture de ces cellules de rate sur un milieu solide contenant I’Ag. La différence de réponse
entre 1’in-vitro et Iin-vivo était de I’ordre d’un facteur 100 en faveur de la seconde. Marbrook
(1967)"*' puis Mishell et Dutton (1967)'% ont montré que la concentration en Ag était

importante pour la qualité de la réponse immunitaire, et que 3 4 4 jours apres
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I’'immunisation la réponse primaire était maximale. En fait ce n'est qu'aprés la disparition
compleéte de I'Ag qu'apparaissent d'Ac (IgM).

Cette méthode a permis de mieux connaitre les phénoménes impliqués dans la réponse
immunitaire. En effet, Mosier (1967)% a montré qu’il y avait deux populations cellulaires
dans la rate : les lymphocytes et les macrophages. La présence de ces deux types cellulaires
étant nécessaire pour obtenir une réponse immunitaire, Mosier et Coppleson (1968)'* ont fait
la différence entre lymphocytes T et lymphocytes B. L’importance des macrophages dans le
développement de la réponse immunitaire primaire in vitro a été prouvée par Pierce (1969)'%,
qui a aussi montré le développement de cellules mémoireé issues des lymphocytes aprés
immunisation primaire. Ainsi, la réponse Ac observée lors d'une nouvelle administration de
I'Ag ayant servi pour la primo-immunisation est plus précoce du fait de l'existence de
lymphocytes mémoires qui reconnaissent I'Ag dés la réintroduction dans I'organisme.

Le probléme qui a empéché le développement de cette méthode était que les cellules
commengcaient & mourir au bout de 72 heures. Elle est encore utilisée pour évaluer, lors
d'intoxications aigiies, I’impact de substances comme par exemple les composés contenant du
fer (Ban et al., 1995)'% oy les opioides (Eisenstein et al., 1995)% sur la réponse immunitaire

primaire non spécifique vis-a-vis des globules rouges de mouton.

Ce type de travail n'a jamais permis d'aboutir 3 la production d'Acms. En effet, la
mortalité des lymphocytes empéchait la réalisation d'immunisations répétées induisant une
réponse immunitaire secaondaire. C'est cette réponse permettant d'obtenir des Ac plus
spécifiques de I'Ag que nous avons cherché q favoriser. Les lymphocytes ainsi obtenus dans
notre laboratoire sont issus d'une immunisation prolongée a l'aide d'un mitogéne polyclonall.
Ils se sont révélés étre capables d'étre utilisés dans le cadre d'une fusion cellulaire pour

l'obtention d'hybridomes producteurs d'’Acms d isotype IgG.
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MATERIELS ET METHODES

1. Culture d'Alcaligenes eutrophus CH34

1.1. Matériel biologique

La souche utilisée dans cette étude est une souche d'Alcaligenes eutrophus CH34
(ATCC 43123) gracieusement fournie, ainsi que les autres souches bactériennes utilisées, par

le Docteur BAUDA Pascale (Centre des Sciences de 1'Environnement, Metz, Moselle)

1.2.  Milieu de culture

La bactérie est mise en culture dans un milieu minéral minimum appelé milieu Tris-
Gluconate (milieu TG) décrit par Mergeay et al. (1985)°. Sa composition, pour 1 litre, est la

suivante ;

* Tris de base 6,06 g
* NaCl 4,68 g
* KC1 1,49¢g
* NH,Cl1 \ 1,07 g
* Na,SO4 0,43 ¢
* MgCl,.6H,0 0,20g
* CaCL.2H,0 0,03g
* Na,HPO,.12H,0 0,23 g
* Fe'''(NH,)-citrate 0,0048 g
* Gluconate de sodium 2,00g
* Solution SL7 1ml

Le pH du milieu est ajusté 4 7,00 avant autoclavage 20 minutes 2 120°C.
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1.3. Préparation de la solution SL.7

Il s'agit dun mélange de différents oligo-éléments essentiels pour le bon
développement de la bactérie. Cette solution ne peut se conserver que trois mois en la

stockant 2 4°C. Sa composition, pour 1 litre, est la suivante:

* HCI125% 5,2 ml
* MnCL.4H,0 01g

* H;BO; 0,062 g
* CoCl.6H,0 0,19g
* CuCL.2H,0 0,0168 g
* NiCL.6H,0 0,024 g
* Na;MoO,.2H,0 0,036 g

Apreés préparation, la solution est autoclavée 20 minutes i 120 °C.

1.4. Précultures de la bactérie

Alcaligenes eutrophus CH34 est cultivée dans un milieu TG, complet ou carencé en
fer, sous agitation, a 30°C quj est Ia température optimale de croissance de la bactérie. Cette
préculture est réalisée en erlen de 250 ml et servira pour toutes les cultures d'une méme série.

Dans le cas ou la bactérie doit étre cultivée sous forte pression métallique, il est
nécessaire d'induire les résistances a ces métaux. Pour cela, sont rajoutés dans le milieu TG,
100 pM de Ni et 100 uM de Zn. Les bactéries sont ensuite cultivées dans le milieu TG .
supplémenté avec la concentration voulue en métal lourd.

Le milieu d'isolement utilisé est un milieu TG dans lequel de 'agar est ajouté a la

concentration de 15 g/1.
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2. Vérification de la pureté de la souche bactérienne

La préculture servant pour toute une série de test, il est nécessaire de vérifier la pureté
de la souche. Pour cela , aprés culture sur le milieu d'isolement, on vérifie la taille, l'aspect et
la couleur de la colonie. A partir d'une colonie isolée, on procéde i un ensemble de

vérifications.

~ La coloration de Gram, qui permettra de confirmer le caractére Gram(-) de la
bactérie, suivie d'une observation au microscope qui prouvera qu'il s'agit bien d'un
batonnet unicellulaire. A cela, s'ajoutent les tests KOH et Lana qui vont confirmer

la coloration de Gram.

~ Le deuxi¢me groupe de tests est une culture sur milieux solides sélectifs. I1 s'agit de
milieux TG auxquels sont ajoutés de Yagar (15 g/l) et des éléments sélectifs. Iis se
divisent en trois séries :
* Milieu TG Complet — Bonne croissance de la bactérie
* Milieu TG complet + 1 mM Ni + 1 mM Zn — Seule Alcaligenes
eutrophus CH34 se développe

® Milieu TG + 2 g/l de glucose — Aucune croissance de la bactérie

~ Enfin, une galerie API 20 NE est utilisée. II s'agit d'un ensemble de tests
biochimiques facilitant 1'identification de la bactérie. Une colonie s'étant
développée sur le milieu sélectif contenant 1 mM Ni et 1 mM Zn permet de

préparer la galerie.
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Pour les souches dérivées d'Alcaligenes eutrophus CH34, les mémes tests sont utilisés
pour vérifier leur pureté. Dans le cas de la vérification de la présence de mégaplasmides, le Ni
et le Zn sont ajoutés dans des milieux différents car ces souches n'ont pas les deux

mégaplasmides simultanément.

3. Culture des autres souches bactériennes

Les souches autres que celles du genre Alcaligenes eutrophus sont cultivées sur un
milieu Stuki-Alexander (1987)'% supplémenté ou non en fer a la température de 37°C. Ce
milieu est utilisé car il s'agit d'un milieu minimum qui permet de cultiver un grand nombre de
souches bactériennes en fonction de la source de carbone ajoutée. La composition de ce

milieu est la suivante :

e K;,HPO, 0,775 g
e KH,PO, 0,350¢g
o (NH4),S0, 0,200 g
e MgS0,.7H,0 lg

® Source de carbone (gluconate, glucose) 2g

e Solution d'oligo-é1éments 1ml

e Eau ultrapure 1 litre

Le pH est ajusté a 7 et I'ensemble est autoclavé i 120°C pendant 20 minutes.

La composition de la solution d'oligo-éléments est la suivante :

¢ H;BO, 0,100 g
® ZnS0,.4H,0 0,040 g
o (NH4)Mo0,0,4.4H,0 0,020 g
e MnSO,.7H,0 0,040 g
e CuS0,.5H;0 0,045 g
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e FeS0,.7H,0 0,025 ¢

e Eau ultrapure 1 litre

4. Test au Chrome azurol S (CAS)

Cette méthode de détection des sidérophores est basée sur leur affinité pour le Fer(IIT) qui

est indépendante de leur structure. L'équation suivante résume le principe de cet essai :
Complexe coloré- Fe>* + sidérophore™ — Fe-sidérophore®™ + Complexe coloré™

Un ligand (par exemple le sidérophore) est ajouté a une complexe fortement coloré de fer.
Quand le fer se fixe au sidérophore, la libération du complexe coloré s'accompagne du

changement de couleur du milieu réactionnel observable en spectrophotométrie.

6 ml d'une solution d'hexadecyltrimethylamonium bromide (HDTMA) a 10 mM sont
placés dans une fiole jaugée de 100 ml. Un mélange de 1,5 ml d'une solution de Fe(III) (1 mM
FeCls.6H,0, 10 mM HCI) et de 7,5 ml d'une solution aqueuse de CAS 4 2mM est lentement
ajouté sous agitation. Une quantité de 4,307 g de pipérazine anhydre est dissoute dans de I'ean
et 6,25 ml d'HCl 12 M sont ajoutés. Cette solution tampon (pH = pK, = 5,6) est mise dans la
fiole jaugée et le volume est amené i 100 ml avec de l'eau ultrapure. La solution de travail est
obtenue par ajout d'acide 5-sulfosalicylique 4 la concentration de 4 mM. Le stockage se fait a
I'abri de 1a lumiére.

Pour déterminer la quantité de sidérophores en solution, 0,5 ml de la solution de
sidérophores ou du surnageant a tester, contenant au moins 7,5 nmole de cette molécule, sont
ajoutés a 0,5 ml de solution de CAS. Une référence est préparée en utilisént exactement les
mémes composants, 3 l'exception des sidérophores. Aprés avoir atteint I'équilibre,

I'absorbance est mesurée i 630 nm.
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5. Préparation des membranes externes

Le protocole utilisé est celui proposé par Forsberg et al. (1970)"7 modifié par Falla et
al. (1988,

25 ml de I'erlen de préculture servent a ensemencer un ballon de 5 litres contenant un
milieu TG de composition adéquate. Ce dernier est placé sous agitation a 30°C pendant 72
heures. La suspension bactérienne est récoltée et lavée dans du Phosphate Buffered Saline
(PBS), par centrifugation i 3500 Xg pendant 7 minutes.

Les culots précédents sont repris dans une solution de sucrose 0,5M (15 ml par culot),
incubés 30 minutes 2 25°C, sous agitation. L'ensemble est ensuite centrifugé a 35000 Xg, 20
minutes & 4°C. Les Surnageants contenant les membranes externes sont regroupés. Ce
protocole est répété quatre fois sur les culots. Les muréinoplastes (bactéries sans membrane
externe) sont repris dans du PBS, aliquotés et congelés a -20°C.

Les surnageants sont centrifugés & 73000 Xg, 2 heures i 4°C afin de sédimenter les
membranes externes. Ces derniéres sont lavées dans 50 ml de PBS et centrifugées & 73000
Xg, 2 heures 2 4°C. Le microculot obtenu est repris dans 10 ml de PBS, aliquoté et congelé 2 -

20°C.

6. Dosage de marqueurs spécifiques et non spécifiques des

fractions bactériennes obtenues.

Le choix des marqueurs a été fait de maniére a évaluer la pureté et le degré de
contamination d'une fraction par une autre, mais aussi par leur caractére de spécificité vis-a-
vis de chaque fraction.

Le K.D.O. a été choisi comme marqueur spécifique de la membrane externe (Osborn

et al., 1972'® ; Thome et al., 1973%, 1a S.D.H. pour la membrane cytoplasmique (Kasahara
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et Anraku, 1974)!, ou le muréinoplaste. Les dosage des protéines et du poids sec, marqueurs

non spécifiques, ont aussi été effectués.

6.1. Dosage du 2-céto-3-désoxyoctonate

La quantité de K.D.O. présente chez Alcaligenes eutrophus CH34 (membrane externe
et muréinoplaste) a été estimée 3 partir de la méthode proposée par Aminoff (1961)'* apres
minéralisation des échantillons. Le principe du dosage repose sur la réaction entre le K.D.O.
et 'acide thiobarbiturique en milieu acide (acide périodique plus acide sulfurique), qui conduit
a la formation d'un complexe de couleur rose apres une extraction au butanol suivie d'un

dosage colorimétrique i 549 nm.

Les échantillons a analyser (Iml) sont minéralisés dans 1 ml de HCl 12N par
chauffage pendant 1 heure 3 100°C.

Le dosage du K.D.O. est conduit sur 500 ul de minéralisat auxquels sont ajoutés 250
ul d'acide périodique 25 mM a pH1,2 (préparé dans une solution d'acide sulfurique 0,125 N).
Aprés mélange et incubation i 37°C pendant 30 minutes, 200 ul d'arsénite de sodium 2%
(préparé dans HC1 0,5 N) sont ajoutés, puis incubés a 37°C. Aprés cette période, 2 ml d'acide
thiobarbiturique 0,1 M a pH9,0 sont ajoutés. La coloration rose attendue se développe aprés
un chauffage de 7,5 minutes dans I'eau bouillante. Au terme de cette réaction, les tubes sont
refroidis a température ambiante, puis 5 ml d'un mélange acide-butanol (95 ml butanol + 5 ml
HCI 12N) sont ajoutés. Aprés passage au vortex et un repos de quelques minutes, la phase

organique supérieure est prélevée et lue 3 549 nm contre un blanc butanol-acide.

L'absorbance lue est traduite en umoles de K.D.O. en utilisant une courbe étalon
préalablement réalisée dans les mémes conditions, avec une solution standard de K.D.O. (de

0 a 50 pwmoles par ml). L'équation de cette droite étalon est:
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Y =0,181X + 0,128

(r = 0,990 pour les 6 concentrations)

ol
Y = unités absorbance 3 549 nm

X = pmoles de K.D.O. / ml d'échantillon

6.2. _ Dosage de la succinate déshydrogénase

L'activité de la succinate déshydrogénase a €t€ mesurée sur la ME et les
muréinoplastes d'Alcaligenes eutrophus CH34 selon une méthode proposée par Nachals et al.
(1960)"* et adaptée par Kasahara et Anraku (1974)3,

Le dosage de cette enzyme, présente dans la membrane cytoplasmique des bactéries,
est effectué par la mesure de la dégradation de la couleur du 2,6-dichlorophénolindophénol
(DCPIP) et de la phénazine méthosulfate (PMS) réduits par l'enzyme activée et susceptible
d'étre détectée par la décroissance de l'absorbance a 600 nm i 25°C pendant 1 minute de
réaction.

Dans une cuve pour spectrophotométre, 500 ul de tris-HCl 300 mM 3 pH 8,0, 500 ul
de KCN 24 mM et 500 ul de succinate de sodium 240 mM sont ajoutés, mélangés et mis 2
25°C pendant 5 minutes. Aprés cette période de préincubation, 500 pl de Ia fraction  tester
sont ajoutés. L'ensemble est laissé 3 25°C pendant 1 minute. 500 ul de DCPIP 0,25 mM et
500 pl de PMS 1,2 mM sont ajoutés, dans cet ordre, et laissés au repos 4 minutes. La lecture a
600 nm est ensuite réalisée pendant 1 minute de fagon 3 obtenir 5 lectures 3 12 secondes

d'intervalle chacune.
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La différence d'absorbance entre la premidre et la dernidre lecture est €tablie et les
résultats sont rapportés a la quantité de protéines contenues dans chaque fraction,

préalablement dosée.

AD.O. = ¢L Aconcentration en S.D.H.
Aconcentration en S.D.H. = AD.O. /¢L x mg protéines™
e = coefficient d'extinction (2,2.10™ cm™.mole™)

L = longueur du trajet optique dans la cuve (cm™)

6.3. Dosage des protéines

Le dosage des protéines a aussi été conduit sur les muréinoplastes et les membranes
externes d'Alcaligenes eutrophus CH34. La méthode colorimétrique utilisée est celle proposée
par Bradford (1976)"** qui fait intervenir un colorant (le bleu de coomassie) capable de former
un complexe coloré bleu par interaction des groupements anioniques du colorant avec les
groupes aminés des protéines. Cette coloration est stable pendant 1 heure et peut étre lue &
595 nm.

Les échantillons subissent une extraction dans un solvant organique (dichlorométhane 1/5)
pour permettre le dosage de toutes les protéines et éviter les réactions hydrophobes des
fractions placées dans un milieu aqueux.

Dans un tube bien nettoyé dans HCI 1% et dans de l'eau déminéralisée, 100 pl de
I'échantillon 2 tester sont introduits et 900 ul de réactif de Bradford (Bio-Rad) sont ajoutés.

Les tubes sont passés au vortex pendant 30 secondes et lus 3 595 nm.

Une gamme étalon a été faite avec des protéines (Sérum Albumine Bovine 1 g/l dans

PBS). Tous les dosages ont été effectués en triplicat pour les échantillons 2 analyser comme
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pour la gamme étalon. L'équation de la droite de régression correspondant 3 la gamme étalon

est la suivante :

Y = 0,00574 X + 0,00295

(r=0,995 pour 6 concentrations)

Y = Absorbance 4 595 nm

X = concentration de protéines en ug/ml

6.4.  Mesure du poids sec

La technique utilisée est celle décrite dans la norme AFNOR T90.105. Un filtre
Millipore 0,45um, préalablement séché 1 heure a 105°C et pesé, est déposé sur un support
reli€ a une fiole a vide. La pompe a vide étant mise en route, 2 ml de la fraction 2 tester sont
placés sur le filtre. Aprés 2 a 3 minutes, le filtre est mis 3 sécher a 1'étuve & 105°C pendant 3
hgures, puis pesé. La différence de poids du filtre, correspondant au poids sec des 2 ml de

fraction, a été finalement exprimée en mg/l.

7. Electrophorése SDS-PAGE

Il s’agit d’une technique mise au point par Laemmli (1970)'*. Elle permet la
migration de protéines, dissociées les unes des autres par action d’un détergent le Sodium
Dodécyl Sulfate (SDS), uniquement en fonction de leur poids moléculaire sous un courant de
voltage constant (200 V) pendant 45 minutes. La technique est réalisée en gel discontinu
d’acrylamide / Bis-acrylamide 12%, c’est-a-dire que le gel de migration est formé de deux
gels superposés :

= le gel de concentration (ou stacking gel) qui est une matrice 3 larges pores qui va

empécher la convection des protéines. Ces dernitres passent facilement de la base
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du puits d'électrophorése i Ia fin du stacking gel. Les protéines sont bien plus
comprimées avant leur séparation que ne le permettrait une méthode mécanique.
~ le gel de séparation (ou running gel) qui va permettre la séparation proprement

dite des protéines.

La coloration utilisée sera une coloration au nitrate d’argent qui a une sensibilité de
Pordre de 10 ng, comparativement 2 la coloration au bleu de copmassie dont la sensibilité est
de ’ordre du ug. Afin de pouvoir déterminer le poids apparent des protéines aprés migration,
des standards de poids moléculaire pour coloration a I’argent ont été utilisés. Leur fourchette

de poids moléculaire va de 14,4 3 97,4 kDa.

/.1. _Préparation des deux gels

Les compositions qui sont données ci-dessous sont valables pour la préparation de

deux gels de migration de type mini-gel.

7.1.1. Gel de séparation

1,5 M Tris-HCI, pH=8,8 2,5ml
Eau ultrapure (ou distillée) 3,35 ml
Acrylamide / Bisacrylamide 30% 4 ml
SDS 10% 100 ul
Ammonium Persulfate 10% (w/v) S0l
Temed Sul

Afin de permettre une bonne polymérisation en anaérobiose du gel de séparation, ce
dernier est recouvert d’isopropanol. Aprés polymérisation, le solvant est éliminé par lavage

avec de I’eau ultrapure.
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7.1.2. Gel de concentration

0,5 M Tris-HCI, pH=6,8 2,5ml
Eau ultrapure (ou distillée) 6,1 ml
Acrylamide / Bisacrylamide 30% 1,33 m]
SDS 10% , 100 ul
Ammonium Persulfate 10% (w/v) 50 ul
Temed 10 pl

Ce gel est coulé sur le premier et des peignes permettent d'y former les puits

d'électrophorése.

Coloration au bleu de Coomassie

Ce protocole se déroule sous agitation et a la température du laboratoire.
= Une solution stock de bleu de Coomassic R250 i 1,5 % est préparée dans la
solution de décoloration
= La composition de la solution de décoloration est la suivante :

1 volume d'acide acétique

4 volumes d'eau ultrapure

4 volumes d'éthanol
~ La coloration se fait sur une période de 30 minutes a 1 nuit dans une solution de
bleu de Coomassie 4 0,15 % diluée dans de la solution de décoloration. Au terme de ce
temps, la décoloration se fait dans plusieurs bains contenant la solution en question.
Dans le cas ol les gels seraient séchés, un rincage dans de l'eau ultrapure est

obligatoire.

7.3. __Coloration au nitrate d’argent

Ce protocole est réalisé sous agitation constante et 2 la température du laboratoire.

~ La fixation se fait dans une solution dont la composition est la suivante :
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1 volume d’acide acétique
4 volumes d’eau ultrapure

4 volumes d’éthanol

Les gels sont laissés 20 minutes dans cette solution. Cette solution est conservée car
elle servira a arrété la réaction de développement de la coloration. 3 lavages successifs, de 5
minutes chacun, sont réalisés dans de I’eau distillée.

= 3 lavages de 20 minutes sont réalisés dans de 1'éthanol 50 %. Les deux premiers
sont suivis chacun d'un ringage de 5 minutes dans de 1'eau ultrapure, le dernier fait I'objet de
trois lavages successifs de 5 minutes dans de I'eau ultrapure.

~ La coloration se fait dans une solution dont la composition est la suivante :

- Solution 1: NaOH 0,1 M 840 ml
NH4OH 28% 56 ml
Ce mélange est conservé a 1'abri de la lumiére.
- Solution 2 : AgNO; 20 g/ 100 ml d’eau ultrapure — A conserver a I’abri de la
lumiere,

5 minutes avant Putilisation, 73 ml de la solution 1 et 6 mi de la solution 2 sont
mélangés en agitant doucement et Ie complément & 300 ml est fait avec de 1’eau ultrapure. Les
gels sont mis 20 minutes dans cette solution. 2 lavages de 5 minutes chacun sont effectués
dans de I’eau ultrapure.

= Le développement de la coloration est réalisé dans la solution suivante :

300 ml eau ultrapure
2 ml acide citrique 2%

0,4 ml formaldéhyde 37%
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Les gels sont placés dans cette solution jusqu’a apparition des bandes de protéines. La
réaction est stoppée en plongeant les gels dans la solution de fixation. Dans le cas ol les gels

seraient séchés, il est nécessaire de les plonger dans de I’eau ultrapure avant séchage.

7.4. _Détermination du poids moléculaire des protéines

Les poids moléculaires sont déterminés en SDS-PAGE en comparant les mobilités des
protéines séparées a celles des marqueurs de poids moléculaires utilisés. La mobilité relative,
Rf, est définie comme étant la mobilité de la protéine divisée par la mobilité du front des ions.
Comme ce dernier est trés difficile 2 localiser en pratique, les mobilités sont déterminées par

rapport au front de migration coloré qui se situe trés légerement en-dessous le front des ions.

Rf = (distance parcourue par la bande) / (Distance de migration du front coloré)

Dans chaque gel, un puits recoit le mélange des standards de poids moléculaires qui
vont migrer en paralléle aux protéines étudiées. Le logarithme du poids moléculaire de chaque
standard en fonction du Rf donne des résultats suffisamment précis pour évaluer le poids

moléculaire de protéines inconnues.

8. Souris utilisées

Ce sont des souris femelles BALB/c igées de 4 semaines au début du taitement qui ont été
utilisées pour l'obtention d'Acms. Pour la préparation des macrophages intrapéritonéaux, la

méme lignée de souris est utilisée gées de 11 semaines.

9. Préparation de l'immunogéne

Pour les injections intrapéritonéales, les Ag (ME ou bactéries fixées) sont dilués dans de

l'adjuvant incomplet de Freund. Les bactéries entiéres sont fixées dans du formaldéhyde 0,4
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%. Selon les essais, 20 ug d'Ag sont ajoutés a 100 pl d'adjuvant, ou 200 ug d'Ag sont dilués
dans 500 pl d'adjuvant.

Pour les rappels intraveineux (veine de la queue), I'Ag est dilué dans du sérum
physiologique. La quantité injectée allait de 20 ug d'Ag dans 50 ul de diluant a 20 g dans
100 ul. |

Avant injection, les préparations sont mises a 37°C, pour éviter tous problémes lors de
celle-ci.

Le calendrier d'immunisation est le suivant : trois injections intrapéritonéales sont
pratiquées a 15 jours d'intervalle. Le rappel intraveineux a lieu quatre jours avant la fusion et

15 jours apres la derniére injection.

10. Lalignée Sp2/0O-Ag14

Cette lignée est un hybridome issu de la fusion de cellules de la lignée X63/Ag8 et de
splénocytes de souris BALB/c immunisées avec des globules rouges de mouton. Cette lignée
est non sécrétrice d’anticorps. Les cellules sont conservées dans 1’azote liquide et un pool

cellulaire est maintenu constamment en culture.

10.1. Composition du milieu de culture

Il s’agit de milieu RPMI 1640 sans L-Glutamine supplémenté de :

- 10 % sérum de veau feetal décomplémenté

- 2 % pénicilline / streptomycine (5000 pg/ml et 5000 U/ml)
- 2 % L-glutamine 200 mM

- 1 % pyruvate de sodium 200 mM

- 0,1 % B-mercaptoéthanol 50 mM

Ce milieu sera appelé milieu complet.
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10.2. Conditions de culture

La culture est faite dans des flacons de culture de 80 cm” dans un volume de 35 ml de
milieu complet / flacon. Tous les 4 jours les cellules sont décollées du fond des flacons et

remises en culture par dilution au 1/20°™ dans du milieu complet neuf.

11. Préparation des macrophages intrapéritonéaux

Les macrophages sont prélevés par injection, avec une seringue a grosse aiguille, de 10
ml de RPMI 1640 dans le péritoine de souris BALB/c. Ces cellules servent de cellules
nourriciéres et facilitent le développement des hybridomes aprés la fusion. Elles ont aussi un
role de phagocytbse des débris cellulaires. Aprés lavage et numération, elles sont congelées en
cryotube 3 —80°C  raison de 4.10° cellules par tube.

Une partie des macrophages obtenus va servir a4 préparer le milieu conditionné, il
s’agit d’un surnageant de culture de macrophages. Dans un flacon de culture de 80 cm? une
concentration de 4.10° macrophages / ml est amenée dans du milieu complet. La flasque de
culture est laissée dans I’incubateur & CO, (37°C, 5% CO,) pendant 24 heures. L’ensemble est
ensuite centrifugé a 300 X g pendant 10 minutes. Le surnageant est récupéré, filtré sur filtre

0,1 um et congelé 3 —80°C en aliquots de 20 ml.

12. Protocole de fusion cellulaire

Les souris immunisées sont tuées par dislocation des vertebres et leur rate est prélevée
apres dissection. Elle subit deux lavages dans du RPMI 1640, puis elle est crevée a 1’aide de
deux aiguilles pliées en Z et vidée.

L’ensemble des splénocytes est repris dans 30 ml de RPMI 1640, les agrégats
cellulaires sont disloqués a 1’aide d’une pipette stérile. L’ensemble est ensuite laissé au repos

10 minutes. Le surnageant est récupéré et centrifugé 4 1500 X g pendant 5 minutes.
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Parallelement, des cellules de type SP2/O sont décrochées des flasques de culture, puis
centrifugées & 1500 X g pendant 5 minutes. Les culots sont repris dans 50 ml de RPMI 1640,
et les cellules sont comptées sur cellule de Malassez.

Les splénocytes centrifugés sont repris dans 10 ml de RPMI 1640 et comptés sur
cellule de Malassez.

Les deux types cellulaires sont regroupés pour la fusion dans le ratio 1 SP2/O: 2
splénocytes. L’ensemble est centrifugé 2 1500 X g pendant 5 minutes. Un maximum de
surnageant sera retiré aprés centrifugation. L’agent de fusion, le PEG 1500 (Boehringer
Mannheim), est ajouté dans la proportion de 1 ml de PEG pour 10° cellules 2 fusionner. Ce
volume de PEG (Vprg) est ajouté sur une période de 1 minute tout en remettant en suspension
le culot cellulaire. Cette suspension est ensuite placée au bain-marie & 37°C pendant 90
secondes sous agitation.

Apres fusion sont ajoutés, sur une période de 1 minute et successivement, des volumes
de RPMI 1640 équivalents 2 1 Vprg, 5 Vprg et 15 Vpeg afin de diluer le PEG. Les cellules
sont alors laissées au repos 10 minutes, puis centrifugées 2 1500 X g pendant 5 minutes. Le
culot est repris avec du milieu complet pour obtenir une concentration finale de 5,7 millions
de cellules par ml.

Dans des plaques de culture a2 96 puits, dans lesquelles ont été mis la veille des
macrophages a la concentration de 10500 cellules/puits/100 ul, S0 pl de la suspension des
cellules fusionnées sont déposés dans chaque puits. 4 heures aprés, 100 ul de milieu complet
contenant du HAT (Hypoxanthine, Aminoptérine, Thymidine) sont ajoutés dans chaque puits.

L’ensemble est laissé dans un incubateur a CO,, & 37°C sous 5% de CO; pendant 10 jours.

12.1. Suivi de fusion

Au bout de quelques jours, 1’observation microscopique (microscope inversé) permet

de commencer & repérer les puits ol des hybridomes se développent. Un changement de
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milieu peut éire nécessaire au bout de six a sept jours par aspiration du milieu contenu dans
les puits a la pipette Pasteur, en prenant garde de ne pas aspirer jusqu’au fond.

A J+10, il faut procéder aux premiers tests ELISA (cf. §13.1) de sélection des
hybridomes (il faut bien prendre soin de ne pas avoir changé le milieu depuis au moins trois
jours). Ce test permet de déterminer la qualité de la détection d'Alcaligenes eutrophus CH34

cultivée avec ou sans fer. Les hybridomes producteurs des Ac recherchés seront alors clonés.

12.2. Clonage

Le clonage a pour but d’obtenir un hybridome producteur d'Ac a partir d’une seule
cellule. Deux types de techniques ont été utilisées :

- la dilution limite : des dilutions successives au ¥ sont réalisées dans
les colonnes d'une plaque P96. Dans tous les puits, 100 ul de milieu
complet sont déposés. Dans la premitre colonne, 100 ul de
suspension cellulaire sont ajoutés dans chaque puits. 100 ul de ce
mélange sont transférés dans le seconde colonne et ainsi de suite.

- Il est réalisé en agar noble 3%. Ce dernier est préparé dans de P’eau
distillée. L’ensemble n’est pas mélangé mais est autoclavé 30
minutes sous ¥z atmosphére. Aprés stérilisation, 1’agar est stocké i

4°C. La préparation de ce clonage se fait en deux étapes :

12.2.1. Dépdt de la couche nourriciére

Ce type de clonage nécessite la préparation de 2 couches superposées. La couche
inférieure va aider au développement des clones car elle contient des macrophages
intrapéritonéaux, de I’interleukine 6 (IL-6) et de I’hybridokine qui est un facteur de croissance
pour les hybridomes (Interchim, France). Cette étape doit se faire au moins 24 heures avant le
clonage en plaque P6. Les volumes donnés ci-aprés sont suffisants pour préparer 10 plaques.

L’agar noble est chauffé & 200-250°C jusqu’a solubilisation, puis le flacon est mis dans un
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bain-marie a 44°C. Parall¢lement 200 ml de milieu complet sont préparés et enrichis en IL-6
(0,04%) et hybridokine (2,5%), et placés également a 44°C. Quand les deux préparations sont
bien a la température du bain-marie, 50 ml d’agar 3% sont ajoutés au milieu complet, ainsi
que 8 millions de macrophages préalablement décongelés. 4 ml de ce milieu sont distribués
dans les puits des plaques de culture, le stockage est réalisé dans ’incubateur a 5% de CO,

apres solidification du milieu de culture.

12.2.2. Dépot de la couche de clonage

L’agar noble est mis a fondre a 200-250°C, puis placé 2 44°C dans un bain-marie.
Parallélement 24 ml de milieu complet sont préparés’et placés a 44°C. Quand les deux
préparations sont a la méme température, 6,5 ml d’agar sont ajoutés au milieu complet.

Par puits de P96 sélectionné, 3 dilutions correspondant 3 1/10, 1/100 et 1/1000 sont
préparées dans des cryotubes. Dans chaque tube 450 pl de milieu conditionné sont distribués.
Dans le premier tube, 50 pl du contenu du puits & cloner sont ajoutés. Aprés avoir bien
homogénéisé le tout, des dilutions en cascade sont réalisées dans les autres tubes. 500 pl de
milieu complet contenant ’agar sont ajoutés dans les tubes, 1'ensemble est bien homogénéisé
et versé dans le puits de la plaque P6. Aprés solidification, les plaques sont mises 10 jours
dans l'incubateur a CO,.

Le reste de chaque puits de P96 est mis dans un puits de P24 contenant 500 pl de
milieu conditionné. Au bout d’une semaine, 1 ml de milieu conditionné est ajouté et ces

cultures sont entretenues jusqu’a séleption définitive des clones.

12.2.3. Repiquage des clones

Au bout de 10 jours, les colonies les plus isolées les unes des autres sont prélevées, sur
fond noir, a I’aide d’une pipette Pasteur et transférées dans un puits de P24 contenant 500 ul

de milieu conditionné. L’ensemble est laissé 24 heures dans l’incubateur 3 CO,. Les puits

regoivent 1 ml de milieu complet et les clones sont dissociés par aspiration-refoulement.
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Aprés une semaine de culture, les surnageants de culture des clones sont testés en test ELISA
pour la détection d'Alcaligenes eutrophus CH34 cultivée avec ou sans fer. Les puits retenus
sont a2 nouveau clonés. A I’issu du repiquage, les tests ELISA de réactions croisées sont

effectués et I’isotype des Ac est déterminé (cf. § 13.2).

13. Sélection des anticorps produits

13.1. Méthode ELISA

Le fond des puits d’une plaque ELISA est tapissé avec 1’antigéne a détecter , une nuit
a 4°C (50 ul d’antigéne / puits). Les plaques sont lavéés 3 fois avec du PBS (sans Ca**, ni
Mg?*) contenant 0,05 % de tween 20. Les sites non spécifiques sont saturés par ajout dans
chaque puits de 150 ul de PBS contenant 1 % de BSA et incubation 90 minutes & 37°C. Les
plaques sont lavées 3 fois et le surnageant de culture est ajouté, 50 ul / puits, et incubé 60
minutes a 37°C. Apres 3 lavages 1’anticorps secondaire couplé a la péroxydase a une dilution
de 1/50000 est ajouté , 50 pl / puits, et incubé 60 minutes & 37°C. Les plaques sont lavées 3
fois et le substrat de I’enzyme, I’0-Phenylenediamine Dihydrochloride (SIGMA FAST OPD),
est ajouté (50 ul / puits). Aprés 30 minutes d’incubation a température ambiante et a I’abri de
la lumiére, la réaction est stoppée par ajout de 50 ul de H,SO, 3M. La lecture se fait a 492

nm.

13.2. Détermination de lisotype des anticorps produits

Deux méthodes ont été utilisées pour déterminer 1’isotype des anticorps produits :

* Test de Coombs indirect ou d’inhibition de 1’hémagglutination : ce test
utilise des globules rouges de moutons sensibilisés avec des Ac dirigés
contre un isotype. Il y aura formation d’un réseau tridimensionnel
observable sous la forme d'un voile si l'isotype est reconnu. Sinon les

globules rouges sédimentent au fond du puits.
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* Test de type capture ELISA : les anticorps dirigés contre un isotype servent
a tapisser le fond de puits de plaque de culture & 96 puits. Le reste du test
suit ensuite le protocole du test ELISA. Un anti-IgG de souris couplé a la

peroxydase servira d'anticorps secondaire.

13.3. Détection des réactions croisées

Les anticorps produits sont testés quant a leur capacité a détecter Alcaligenes
eutrophus CH34 cultivée avec ou sans fer.

Les bactéries sont cultivées, lavées dans du PBS, sont déposées 12 heures avant le test
dans les puits de plaques ELISA. Les bactéries sont ensemencées avec une DOgy nm=1, une
souche par colonne. Le test suit ensuite le protocole décrit dans le paragraphe 13.1.

Les anticorps monoclonaux sont testés, du point de vue de leur spécificité de

reconnaissance d'Alcaligenes eutrophus CH34, par méthode ELISA.

Ce test est réalisé sur un ensemble de 27 souches bactériennes. Le Tableau 2 présente pour les
souches dérivées dAlcaligenes eutrophus CH34 ou taxonomiquement proches de cette
derniére. Malgré leur similitude, toutes les souches présentent certaines différences
génotypiques. L'étude de ces modifications pourrait nous permettre d'approcher l'origine du

déterminant plasmidien impliqué dans I'expression d'Ag reconnu par les Acms :

- Alcaligenes eutrophus CH34 (sauvage) avec les plasmides pMOL28
et pMOL30 non modifiés,

- A. eutrophus CH34 AFEA43 (cnr) qui posseéde le plasmide pMOL30
et une délétion de pMOL28 appelée pMOL28A43,

- A. eutrophus CH34 AES81 (leu-27, met-81, trpES0) possede les

plasmides pMOL28 et pMOL30,

A. eutrophus CH34 AE104 souche sans plasmides,
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eutrophus CH34 AE126 souche possédant pMOL28,

eutrophus CH34 AE128 souche possédant pMOL30,

A

A.
- A. eutrophus CH34 AE176 (lys-176) souche possédant pMOL28,

A. eutrophus CH34 AE194 (lys-194) souche possédant pMO1.30,

A. eutrophus CH34 AE229 (nal-110, phe-42) souche sans plasmide,

A. eutrophus CH34 AE245 (aut-3, his-245, met-79) possédant le
plasmide pMOLSO0 : dérivé de pMOL28 ayant acquis une insertion
de = 50 kb et capable de se transférer a haute fréquence,

- A. eutrophus AS2 souche possédant les plasmides pMOL28-2 (cnr')
et pMOL30-2 (czc"), souche isolée au Congo (région de Likasi)
dans une usine de déchéts métallurgiques riches en cuivre et cobalt,

- A. eutrophus AS39 qui posséde les plasmides pMOL28-39 (cnr") et
pMOL30-39 (czc®), souche isolée au Congo (région de Likasi)
comme AS2,

- A. eutrophus DS185 qui posséde les plasmides pMOLS5 (czc®),
pMOLS86 et pMOL90. Souche isolée sur le "désert de zinc" : zone
désertifiée par des rejets anciens d'oxydes et sulfure de zinc
émanant de 1'usine métallurgique de Lommel (Belgique),

- A. eutrophus SV661 qui posséde les plasmides pMOL28-661 (cnr*)

et pMOL30-661 (czc*). Souche isolée dans les déchéts d'une usine

métallurgique (Beerse, Belgique).

Les autres souches utilisées ont été sélectionnées dans le souchier du laboratoire car

elles peuvent Etre présentes dans des prélévement de 1'environnement.
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Nom de la souche

Alcaligenes eutrophus JMP134 (2,4-D)

Escherichia coli S17/1 (Ni")

Alcaligenes xylosoxidans n°1 (Ni' et Zn")

Alcaligenes xylosoxidans n°2 (Ni")
Alcaligenes xylosoxidans n°3 (Zn")
Bacillus subtilis**

Klebsiella aerogenes**
Streptococcus faecalis**
Escherichia coli**

Pseudomonas aeruginosa**
Pseudomonas fluorescens**

Alcaligenes faecalis**

Référence article Fournisseur

Dr.Bauda

* Dr. Bauda
Dr. Bauda
Dr. Bauda
Dr. Bauda
ATCC 31193
ATCC 29518
ATCC 7013
ATCC 13281
ATCC17694
Institut Pasteur 6329
ATCC 8748

* Schmidt T. et Schlegel H.G. (1994). Combined nickel-cobalt-cadmium resistance encoded
by the ncc locus of Alcaligenes xylosdxydans 31A.J. Bacteriol., 176, 7045-7054.

** Ces souches, suceptibles d'étre rencontrées dans l'environnement, proviennent d'un

souchier. Leur pureté a été vérifiée par coloration de Gram, tests au KOH, 2 l'oxydase et 3 la

catalase, ainsi qu'a 'aide de galerie AP

14. Production en masse des anticorps

Le(s) hybridome(s) retenu(s) a I’issu de la sélection sont étendus en flacon de culture

80 cm®. 500 ul de suspension cellulaire sont mis en culture dans 35 ml de milieu défini de

type PFMH II (Gibco). Quand I’hybridome en culture est confluent, ’ensemble est centrifugé

a 1500 X g pendant 5 minutes, le surnageant contenant les anticorps servira a la purification

de ces derniers, les cellules sont remises en culture.
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15. Protocole de purification des anticorps monoclonaux

Cette phase de purification se fait sur colonne d'affinité a base de protéine G de type
Ultralink™ Immobilized Protein G (Pierce, Rockford, I1.). La colonne est préalablement lavée
avec 30 ml de tampon de fixation (Pierce), puis équilibrée avec 50 ml de ce méme tampon.
L'échantillon est dilué au % dans la tampon de fixation, puis l'ensemble est déposé sur la
colonne. Aprés passage de 1'échantillon, la colonne est lavée avec 100 ml de tampon de
fixation. L'élution se fait par ajout de 30 ml de tampon d'élution (Pierce) qui va baisser le pH
aux alentours de 3 ce qui favorise le décrohement des Ac. Des aliquots de 1 ml sont faifs etle
pH est immédiatement remonté par ajout de 100 ul de Tris 1M (pH 7,5). L'élution est suivie
en spectrophotométrie a 280 nm. La colonne est régénérée avec 50 ml de tampon d'élution, et

un nouvel échantillon peut étre déposé. Le stockage de la colonne se fait a 4°C.
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Tableau 2 : Caractéristiques génotypiques des souches dérivées d'Alcaligenes eutrophus CH34 (fournies par M. Mergeay) utilisées pour étudier
les réactions croisées des Acms.

Souches Marqueurs . ] Référence
: . Plasmides et marqueurs pertinen P :
Alcaligenes eutrophus | chromosomiques q P ts bibliographique
pMOL28 (chr?, cnr*, 1S1086, mer®, repA28, 180 kb)
CH34 (sauvage) pMOL30 (cop*, czc*, mer*, pbr*, 240 kb) Mergeay et al. (1978)
pMOL28A43 (chr*, mer*, Tl',cnr)
AE43 pMOL30 (czc’) - Zn®
. , pMOL28 (cnr*) - Ni
AES81 leu-27 ; met-81 ; trpES0 pMOL30 (czc*) - Zn® Mergeay et al. (1985)
AE104 Aucun Mergeay et al. (1985)
AE126 pMOL28 (cnr*) - Nit Mergeay et al. (1985)
AE128 pMOL30 (czc') - Zn" Mergeay et al. (1985)
AE176 lys-176 pMOL28 (cnr’) - Nit Mergeay et al. (1985)
AE194 lys-194 pMOL30 (czc') - Zn" Mergeay et al. (1985)
AE229 nal-110 ; phe-42 Aucun : Sadouk et Mergeay (1993)
AE245 aut-3 ; his-245 ; met-79 | pMOL50 (chr*, cma®, cnr*, mer*, TI*, Tra*, 222 kb) - Ni* | Sadouk et Mergeay (1993)
| pMOL28-2 (chr*, cnr*, mer*, 180 kb) - Nit .
AS2 pMOL30-2 (czc*, 240 kb) - Zn® Diels et Mergeay (1990)
pMOL28-39 (chr*, cnr*, mer*, TI*, 180 kb) - Ni* .
AS39 pMOL30-39 (czc*, mer", 240 kb) - Zn® Diels et Mergeay (1990)
pMOL 85 (cop*, czc*, Tra*, 250 kb)
DS185 aut- pMOL 86 (4 kb) Diels et al. (1989)
pMOL90 (300 kb)
pMOL28-661(cnr*, mer*, 180 kb) - Ni* .
SV661 pMOL30-661(czc*, mer*, 240 kb) - Zn® Diels et Mergeay (1990)

3 leu-, met-, trpESO0, lys-, phe- : exigences pour la leucine, 1a méthionine, le tryptophane, la lysine et la phénylalanine.



16. Western Blot

Afin d'indentifier 1'Ag reconnu par les Acms sélectionnés, il est nécessaire de les tester
face a l'ensemble des protéines composant la ME. Cette teéhnique va permettre, sous I’effet
d'un champ électrique, de transférer les protéines séparées par électrophorese a partir du gel
sur une membrane réceptrice en polyvinylidene difluoride (PVDF) de porosité 0,22 um
(BioRad).

Avant transfert, la membrane de transfert doit étre activée. Pour cela elle est plongée
quelques secondes dans du méthanol 100% et laissée dans de l'eau ultrapure pour s'équilibrer.
La membrane est équilibrée quand elle est facilement submersible. A partir de 13, la
membrane ne doit plus sécher sous peine d'empécher un bon transfert des protéines dans les
zones seches.

Apres préparation du blot pour le transfert (Figure 13) ce dernier est fait dans un

tampon Towbin (Towbin et al., 1979)"

dans lequel est ajouté du SDS a une concentration
finale de 0,1 %. Il se déroule sous 100 V — 350 mA pendant 1h30 avec réfrigération. Le

transfert est réalis€ dans un appareil Mini Trans-blot Cell (Bio-Rad).
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Membrane

Gel
d'électrophorése

Figure 13 : Schéma de préparation du blot pour le transfert.

Apres transfert, l]a membrane est lavée dans du Tris Buffered Saline (TBS) pendant 10
minutes. Les sites non spécifiques sont bloqués par incubation de la membrane de blotting
pendant 2 heures dans du TBS-1 % Tween20. Apreés trois ringages dans du TTBS (TBS-0,05
% Tween 20) de 5 minutes chacun, la membrane est incubée en présence de ’anticorps a
tester pendant 1 heure a 37°C. Apres trois rincages dans du TTBS, la membrane est incubée 1
heure a 37°C en présence de I’anti-IgG couplé a la phosphatase alcaline. La membrane de
blotting est rincée trois fois dans du TTBS et deux foiS dans du TBS afin d’éliminer le restant
de tween 20.

Pour la révélation de l'immunoblot la membrane est incubée, a température ambiante,
dans un tampon substrat (Tris 100 mM, pH9,5 contenant 100 mM NaCl et 5 mM MgCl,) dans
lequel sont ajoutés, pour 10 ml final, 66 pl de NBT (0,5 g dans 10 ml de diméthylformamide
(DMF) 70%), et aprés mélange, 33 ul de BCIP (0,5 g dans 10 ml DMF 100%), jusqu’a

apparition d’un signal (Blake et al.,1984)".
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17. Protocole d'immunofluorescence

Un aliquot d'une culture dAlcaligenes eutrophus CH34 est centrifugé a 3500 Xg
pendant 7 minutes. Le culot est lavé deux fois dans du PBS et centrifugé. I est repris avec 1
ml de formaldéhyde 2% pendant 30 minutes, ce qui permet la fixation des bactéries. Une
goutte de cette suspension est ensuite déposée sur une lame a immunoflurorescence et laissée
a sécher. Le sites non spécifiques de fixation des anticorps sont saturés par trempage de la
lame dans du PBS-1% BSA pendant 1 heure a 37°C. Trois lavages de 5 minutes dans du PBS
sont effectués et 1'anticorps a tester (Acm sélectionné lors de ce travail) est ajouté et laissé en
contact pendant 1 heure a 37°C. Trois lavages de 5 minutes dans du PBS sont réalisés et
l'anticorps secondaire, Anti fragment Fc des IgG de souris couplé a la FITC, est ajouté et
laissé en contact 1 heure & 37°C. La lame est lavée trois fois et Iutée. Ensuite, 1'observation au

microscope a fluorescence peut étre faite.
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ETUDE EXPERIMENTALE
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ETUDE EXPERIMENTALE

Avant de pouvoir immuniser des souris avec des ME d'Alcaligenes eutrophus CH34, il
est nécessaire de vérifier la pureté de 1'échantillon bactérien de travail et de sélectionner un
milieu de culture qui favorisera la production de sidérophore tout en permettant d'avoir une
forte biomasse bactérienne. Aprés avoir fractionné les ME et vérifié leur pureté, une analyse

de la composition en protéines de 1la ME sera réalisée par électrophorése SDS-PAGE.

1. Vérification de la pureté de la souche

Un ensemble de tests, comme la coloration de Gram, le KOH, le Lana, la culture sur
milieux sélectifs, la galerie API 20 NE a été réalisé pour vérifier la pureté de la souche et
s'assurer que les ME obtenues ne seront que d'une seule origine.

L'ensemble des résultats (Tableau 3) montre que la bactérie est une souche
d'Alcaligenes eutrophus CH34 et que l'échantillon est pur. Ces résultats sont en accord avec
ceux obtenus par le Laboratoire de Microbiologie du Centre des Sciences de I'Environnement

(Metz, 57).
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Tableau 3 : Résultats de différents tests réalisés pour l'identification d'Alcaligenes eutrophus

CH34.
Test réalisé Résultat
Aspect de la colonie sur milieu TG Ronde de couleur créme-rosée
Gram Batonnet droit - Négatif
KOH Positif
Milieu sélectif enrichi en Ni (2 mM) et Zn (2mM) Développement de colonies
Milieu sélectif enrichi en glucose Aucun développement
Réduction des nitrates en nitrites Positif
Formation d'indole 2 partir de tryptophane Négatif
Fermentation du glucose Négatif
Hydrolyse de l'arginine Négatif
Hydrolyse de I'urée par l'uréase ' Négatif
Hydrolyse de l'esculine Négatif
Hydrolyse de la gélatine Négatif
Hydrolyse du p-nitro-phényl-fD-galactopyranoside Négatif
Assimilation du glucose Négatif
Assimilation de l'arabinose Négatif
Assimilation du mannose Négatif
Assimilation du mannitol Négatif
Assimilation du N-acétyl-glucosamine Négatif
Assimilation du maltose Négatif
Assimilation du gluconate Positif
Assimilation du caprate Positif
Assimilation de l'adipate Positif
Assimilation du malate Positif
Assimilation du citrate Négatif
Assimilation du phényl-acétate Négatif

2. Suivi de la croissance bactérienne - Essais préliminaires -

Choix du milieu de culture

Les protéines. impliquées dans le mécanisme de transport du fer chez Alcaligenes
eutrophus CH34 devant servir pour obtenir des anticorps dirigés contre celles-ci, il était
nécessaire de sélectionner un milieu de culture, dérivé du milieu TG, qui induisait leur
surexpression, cette derniére étant évaluée indirectement par une augmentation de la

production de sidérophore.
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2.1.  Premiére sélection
Afin de déterminer le meilleur compromis entre la production de la biomasse
bactérienne et celle de sidérophore, quatre conditions de culture ont été testées :
~ milieu TG complet, appelé complet (+Fe/+SL7),
=~ milieu TG sans ajout de fer, appelé —Fe / +SL7,
~ milieu TG avec ajout de fer mais sans ajout de la solution SL7, appelé +Fe/
-SL7,
~ milieu TG sans ajout de fer, ni de solution SL7, appelé -Fe/-SL7.
Pour ces quatre milieux de culture, le suivi de la croissance bactérienne a été réalisé
par lecture de la D.O. des échantillons a 620 nm (Figure 14). Chaque prise d'échantillon a été

réalisée en triplicat et I'écart-type est reporté sur la figure correspondante.

T—0—Complet

—m— +Fe/-8L7
\—&— - Fe /+SL7
(—» -Fe/-SL7

D.O. 620 nm

T

0 20 40 60 80 100 120

Temps (heures)
Figure 14 : Suivi de la croissance d'dlcaligenes eutrophus CH34 en fonction du temps et de la

composition du milieu de culture.
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A lissue de ce suivi de croissance, deux groupes de milieux de culture peuvent €tre
distingués : le développement bactérien dans les milieux "complet", "-Fe/+.SL7" et "+Fe/-
SL7" ne présente pas, aprés de 100 heures de culture, de grande différences. Les absorbances
finales sont de 0,760, 0,886 et 0,834 respectivement. Par contre, la croissance dans le milieu
"-Fe/-SL7" est trés inférieure au groupe précédent avec une différence comprise entre 25 et
35% selon le milieu avec lequel la comparaison est faite. Ce milieu n'a pas été retenu pour le
reste de I'étude. La phase de latence d'environ 10 heures peut étre due a l'adaptation de la

bactéries au milieu TG qui est un milieu minéral minimum.

Parallélement 3 I'étude précédente, le suivi de la production de sidérophore a été réalisé par
l'intermédiaire du test au Chrome Azurol S, ou test CAS, par lecture de la D.O. & 630 nm sur

le surnageant de culture (Figure 15).

——Complet
- -Fe/+SL7
—— + Fe/-SL7"
—%— -Fe/-SL7

D.0O. 630 nm

0 20 40 60 80 100 120
Temps (heures)

Figure 15 : Suivi de la production de sidérophore par l'utilisation du test CAS.
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Parmi les trois milieux de culture sélectionnés précédemment, le milieu "-Fe/+SL7" présente
la meilleure production de sidérophores. Cette derniére est 50% plus importante par rapport
aux milieux "+Fe/-SL7" et 60% par rapport au milieu "complet”. De plus, cette production est
maximale au bout de 72 heures dans tous les cas. C'est donc ce temps de culture qui a été
retenu pour le reste de 1'étude.

Le suivi de la croissance bactérienne nous a permis de sélectionner trois milieux de
culture : "complet", "-Fe/+SL7" et "+Fe/+SL7", mais seulement deux milieux "-Fe/+SL7" et
"_Fe/-SL7" ont été retenus aprés suivi de la production dg sidérophore.

A lissue de ces essais préliminaires, le milieu "-Fe/+SL7" semble présenter le
meilleur compromis entre croissance bactérienne et production de sidérophore. Le temps de
culture pour le reste de ce travail sera fixé a 72 heures .Cependant, ces résultats demandent a

étre confirmés.

22. Deuxiéme sélection

Afin de confirmer les résultats précédents, une deuxiéme sélection était nécessaire.
Pour cela, les milieux étudiés furent :

= milieu —Fe/+SL7 sélectionné lors de la premiere étude,

~ milieu TG ou "complet",

~ milieu enrichi en fer, contenant deux fois la concentration normale en fer soit

0,0096 g/1, appelé 2xFe/+SL7.

Si les deux premiers milieux de culture ont déja €té étudiés, le milieu enrichi en fer
permet de vérifier si c'était bien l'absence de fer qui induit la production de sidérophore. Le

suivi de croissance d'Alcaligenes eutrophus CH34 s'est fait sur une période de 72 heures

(Figure 16).
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—— Complet
-=- Complet + 2xFe
—+ -Fe/+SL7

D.O. 620 nm

0 1 . ; ; .
0 20 40 60 80

Temps (heures)

Figure 16 : Suivi de la croissance d'dlcaligenes eutrophus CH34 en fonction du temps et de la

composition du milieu de culture.

La croissance bactérienne dans les trois milieux est similaire, ce qui confirme les
résultats déja obtenus. Cependant, le développement bactérien est plus important et plus
rapide, par rapport & la premicre sélection, car la D.O. en fin de croissance est de 1,4 contre
0,9. Ceci peut s'expliquer par le fait que le premier prélévement a eu lieu au bout de 16 heures
de croissance ce qui a permis & la biomasse de bien se développer. Par contre, lors des
premiers essais, toutes les heures des prélévements étaient faits, ce qui a entrainé un arrét de
I'agitation et l'altération de I'homogénéité du milieu. De plus, au bout de 72 heures, comme
lors de la premiére étude sur la production de sidérophores, la croissance atteint son
maximum, aprés quoi il y a dégradation de la biomasse. Méme si la cinétique de croissance
bactérienne n'est pas identique 4 celle du premier essai, c'est le méme milieu, "-Fe/+SL7", qui

peut Etre retenu.
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Le temps de culture de 72 heures, qui paraissait optimal pour la synthése de
sidérophore lors du premier essai préliminaire, l'est aussi pour la croissance bactérienne. Ceci
nous permet donc de fixer le temps de croissance pour les cultures menées pour l'obtention

des ME.

La phase de latence, observée lors de I'étude précédente, a disparu car les bactéries
utilisées lors de la premiére sélection ont servi & ensemencer les nouveaux erlenmeyers. Trés

rapidement Alcaligenes eutrophus CH34 atteint la phase exponentielle de croissance.

Dans ces conditions de culture, le suivi de la production de sidérophore (Figure 17) a

également été réalisé.

0,3 -
0,25

0,2 -

—— Complet
—&— -Fe/+SL7
—&— 2xFe /+ SL7

0,15 -

D.O. 630 nm

0,1 -

0,05 -

0 T T I ’—: L |

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Temps (heures)

Figure 17 : Suivi de la production de sidérophore par l'utilisation du test CAS..
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Si la production de sidérophore dans les trois milieux baisse durant les seize premieres
heures, dés la fin de la premiére journée de culture, la synthése augmente fortement dans le
milieu "-Fe/+SL7" et restera supérieure 2 celles des autres milieux durant toute I'étude. Cette
décroissance, dans les premiéres 16 heures, peut s'expliquer par le fait que les bactéries
utilisées pour réensemencer les erlenmeyers de culture provenaient de la culture précédente en
milieu complet. Les bactéries vont donc d'abord consommer leur réserve de fer avant d'aller
fixer ce dernier dans le milieu environnant. Aprés cette étape, seules les bactéries issues du
milieu carencé en fer vont produire des sidérophores de fagon constante.

Ces résultats confirment ceux obtenus lors de la premiére sélection. De plus, la carence
en fer est bien 2 l'origine de la production de sidérophore chez Alcaligenes eutrophus CH34.
Parallélement, des protéines de la ME intervenant dans la prise en charge du complexe fer-

sidérophore devraient €tre surexprimées.

Ces deux tests de sélection du milieu de culture ont permis de retenir pour la suite de
ce travail le milieu "-Fe/+SL7". Ce dernier permet le meilleur compromis entre production de
la biomasse bactérienne et induction du mécanisme de transport du fer chez Alcaligenes
eutrophus CH34. Le temps de culture est également fixé a 72 heures car c'est au bout de cette
durée que la biomasse bactérienne est maximale et que la production de sidérophore est forte,

dans nos conditions de culture.

Aprés avoir montré qu'un milieu carencé en fer induisait la production de sidérophore
chez Alcaligenes eutrophus CH34, il a été nécessaire de fractionner la membrane externe
avant de vérifier par électrophorése qu'il y avait bien surexpression de protéines, au niveau de

cette enveloppe bactérienne, impliquées dans le mécanisme de transport du fer.
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3. Vérification de la pureté des membranes externes obtenues

3.1. Protocole expérimental

Apres avoir cultivé Alcaligenes eutrophus CH34 dans les milieux "-Fe/+SL7" et "2xFe/+SL7"
pendant 72 heures, les bactéries sont sédimentées a 3500 Xg pendant 7 minutes et lavées dans
du PBS. La ME et les muréinoplastes (bactéries sans ME) ont ét€ obtenus en induisant un
choc osmotique dans une solution de sucrose 0,5 M suivi d'ultracentrifugations. La méthode

utilisée est résumée dans la Figure 18.

73000 Xg
ME
2 heures — 4°C
Bactéries entiéres
Lavages (PBS)
Sucrose 0,5 M
Centrifugations 35000 Xg Muréinoplastes

4°C - 2 heures

Figure 18 : Résumé de la méthode d'obtention de la membrane externe, d'aprés Falla et al.

(1988)%.

3.2. Résultats et discussion

Des marqueurs spécifiques, K.D.O. pour la ME et S.D.H. pour la MC contenue dans
les muréinoplastes, ont été dosés afin de déterminer le rendement de fractionnement et la
pureté des ME obtenues. Des marqueurs non spécifiques ont également été utilisés comme le
poids sec ou les protéines totales afin d'éviter de surcharger les gels d'électrophorese qui

seront réalisés.
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Tableau 4 : Concentration des marqueurs (mg/mg de poids sec pour K.D.O. et les protéines,
unités/mg de poids sec pour S.D.H.) dans la membrane externe et les muréinoplastes

d'Alcaligenes eutrophus CH34 cultivée avec ou sans fer.

Protéines SDH KDO
Croissance Structures mg/mg de poids | unités/mg de | mg/mg de poids
sec poids sec sec
Membrane externe | 0,020 = 0,001 0 0,095 + 0,003
Sans fer
Mureinoplastes 0.166 = 0,002 0,032 = 0,002 0,009 = 10™*
Membrane externe | 0.025 = 0,001 0 0,106 = 0,005
Avec fer
Mureinoplastes 0.147 = 0,001 0,028 = 0,003 0,013 = 2.10™

Les résultats présentés dans le Tableau 4 montrent que le K.D.O. est mesuré dans les
deux structures (ME et muréinoplastes), mais dans les muréinoplastes la concentration de ce
marqueur est 10,5 et 8 fois inférieure 2 celle obtenue pour la ME. Falla et al. (1988)*! chez

138 chez Pseudomonas aeruginosa PAO1

Pseudomonas fluorescens, Booth et Curtis (1977)
ont montré des résultats similaires en utilisant des chocs osmotiques en solution de sucrose.
Yamato et al. (1975)” ont également trouvé une forte différence dans la concentration en

K.D.O., qui était 20 fois supérieure dans la ME par rapport aux muréinoplastes chez

Escherichia coli, en utilisant la presse de French et du lysozyme.

L'activité de la S.D.H. a seulement été mesurée dans les muréinoplastes qui

contiennent la MC. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Falla ef al. (1988)81
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chez Pseudomonas fluorescens. Cependant, Fox et al. (1970)" ont mesuré une activité
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S.D.H. d'environ 15% dans la fraction ME chez Escherichia coli K12 en utilisant un choc
osmotique dans une solution de sucrose 0,5 M. D'autres auteurs comme Booth et Curtis
(1977)%%, Miura et Mizushima (1969)'*° et Hancock et Nikaido (1978)"*', ont dosé une faible
activité S.D.H. dans les fractions de ME obtenues chez Pseudomonas aeruginosa et

Escherichia coli K12 en utilisant le lysozyme et des centrifugations.

Les résultats obtenus montrent que la ME d'Alcaligenes eutrophus CH34 a été obtenue

avec un bon rendement (2 90% par rapport aux valeurs du K.D.O.) et sans contamination par

la MC.

4. Ftude de la composition en protéines de la membrane

externe d'Alcaligenes eutrophus CH34 par électrophorése

SDS-PAGE.

Aprés avoir fractionné et purifié des ME d'Alcaligenes eutrophus CH34, il était
nécessaire de vérifier si 'augmentation de la production de sidérophore, observée lors de la
sélection du milieu de culture, s'accompagnait de la surexpression de protéines au niveau de
cette enveloppe bactérienne.

La technique mise en ceuvre fut 1'électrophorése SDS-PAGE. Différents essais ont €té
réalisés afin de sélectionner le type de coloration utilisé entre le bleu de Coomassie et l'argent.
Dans tous les cas, les deux types de membranes, obtenues a partir de bactéries cultivées avec

ou sans fer, ont été utilisés afin de comparer leur profil électrophorétique.

4.1. _Coloration au bleu de Coomassie

De nombreux tests ont été menés afin d'optimiser cette coloration. Les parametres

étudiés sont :
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~ La concentration en protéines de 1'échantillon variant de 5 a 20 pg/ml
= Le volume déposé dans les puits d'électrophorése allant de 10 a 35 pl

~ Le temps de migration de 40 a 45 minutes

A lissu de ces essais, les conditions optimum sont les suivantes :
= Une concentration en protéines de 1'échantillon de 20 pg/ml
~ 25 ul d'échantillon déposé dans les puits d'électrophorese
=~ 43 minutes de migration

~ Chauffage des échantillons 2 100°C pendant 5 minutes en présence de 2%

de SDS.
Standards
de poids Membranes externes de Membranes externes de
moléculaire bactéries cultivées avec bactéries cultivées sans
(kDa) fer fer

Figure 19 : Profils électrophorétiques, de membranes externes de bactéries cultivées avec ou
sans fer, obtenus aprés coloration au bleu de Coomassie. Les échantillons ont été chauffés 5

minutes & 100°C. Les dépdts ont été réalisés en triplicat.
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La Figure 19 présénte un gel obtenu dans les conditions retenues préalablement. I est
a noter que les profils électrophorétiques obtenus sont incomplets puisque les bandes
protéiques de poids moléculaires inférieur a 50 kDa n'apparaissent que trés faiblement
lorsqu'elles sont visibles. Les profils sont donc difficilement interprétables. De plus, il
apparait des effets de bords indiquant une surcharge des puits d'électrophorese, il est donc
impossible d'augmenter le volume déposé pour améliorer la résolution des gels.
Cependant, il semble que, dans le cas des membranes de bactéries cultivées en absence de fer,
‘les bandes, dont les poids moléculaires sont d'environ 83 et 63 kDa, soient surexprimées par
rapport aux ME obtenues en présence de fer. D'autres différences pourraient exister, mais le
manque de sensibilité de cette technique ne permet pas de les mettre en évidence

Pour pallier ce probléme de sensibilité de gel, une coloration a l'argent est envisagée
car cette technique présente une sensibilité de 10 ng, ce qui permet d'améliorer d'un facteur 10

la sensibilité de détection des bandes protéiques.

4.2.  Coloration 3 l'argent

Dans ces nouvelles conditions expérimentales, il a été nécessaire de modifier les
paramétres de concentration de 1'échantillon en protéines et de volume déposé dans les puits
d'électrophorése. Les différents essais préliminaires les ont fixés respectivement a :

~15 pg/ml

~ et 20 pl

D'un autre coté il est intéressant de savoir si le chauffage, en présence de SDS, des

échantillons a une influence sur l'intégrité des protéines. La Figure 20 et la Figure 21montrent

l'effet de ces deux parametres.
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Standards de

poids Membranes externes de Membranes externes de
moléculaire  p,oreres cultivées avec bactéries cultivées sans
(kDa) fer fer
r If | 1 !

Figure 20 : Profils électrophorétiques obtenus pour des échantillons chauffés pendant 5

minutes en présence de 2% de SDS.

Standards de
poids Membranes externes de Membranes externes de
moléculaire  p, iaries cultivées avec bactéries cultivées sans
(kDa) fer - fer

I N I |

Figure 21 : Profils électrophorétiques obtenus sans chauffage préalable des échantillons.
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Que les échantillons soient chauffés ou non, il n'y a pas de différence notable entre les
deux types de profils électrophorétiques obtenus. Comme pour la coloration au bleu de
Coomassie, les bandes, dont les poids moléculaires sont d'environ 80, 63,5 et 63 kDa,
semblent clairement surexprimées lorsque les membranes externes sont obtenues a partir de
bactéries cultivées en absence de fer. Gilis et al (1996)” ont également montré la
surexpression de trois protéines de 85,3, 77,8 et 74,5 kDa sur la ME d'Alcaligenes eutrophus
CH34. D'autres surexpressionsy moins évidentes semblent aussi apparaitre, mais la simple

observation ne permet pas de le confirmer.

Afin de pouvoir avoir une approche semi-quantitative de I'expression des différentes protéines
de la membrane externe d'Alcaligenes eutrophﬁs CH34, nous avons effectué un profil de ligne
sur les profils électrophorétiques. Cette technique consiste a transformer sous forme
d'intensité de gris les bandes obtenues aprés scanning des gels. Le logiciel Labview ™ est
utilisé pour réaliser cette transformation. La Figure 22 et la Figure 23 représentent les

graphiques obtenus apres traitement.
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Figure 22 : Profil de ligne obtenu 2 partir de membranes externes de bactéries cultivées en

présence de fer, apres chauffage 5 minutes a 100°C.
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Figure 23 : Profil de ligne obtenu 2 partir de membranes externes de bactéries cultivées en

absence de fer, aprés chauffage 5 minutes a 100°C.
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La carence en fer induit d'importantes modifications dans le profil électrophorétique.
Comme le montrent la Figure 22 et la Figure 23, les protéines surexprimées quand la bactérie
est cultivée en présence de fer, dont les poids moléculaires sont d'environ 51, 45, 31, 27 et 17
kDa, voient leur synthése réprimée d'un facteur 3 4 5 dans des conditions de carence en fer.
Toutefois, cinq protéines principales de la ME, dont les poids moléculaires sont d'environ 80,
63,5, 63, 41 et 29 kDa, sont surexpriméés d'un facteur 2 a 8 en absence de fer. Nos
observations mettent en évidence le fait que l'augmentation de la production de sidérophores
s'accompagne de la surexpression de certaines protéines de la ME. Ce méme phénomene
ayant été montré par Crosa (1989)** ou Reigh et O'Connell (1993)'** chez Rhizobium meliloti.

Si la premiére protéine surexprimée, d'un poids moléculaire d'environ 80 kDa, en cas
de carence en fer a été identifiée par Gilis et al. (1996)39 comme étant le récepteur du
sidérophore, Alcaligine-E, produit par Alcaligenes eutrophus CH34, les autres n'ont jamais été
mises en évidence. Ces derniéres semblent &tre des protéines de ME régulées par le fer.
Récemment, chez Bordetella avium, il a été montré que cinq protéines de ME, dont les poids
moléculaires sont de 95, 92, 91,5, 84 et 51 kDa, étaient surexprimées en cas de carence en fer
(Connell et al., 1998)*%. Cette bactérie, comme Bordetella periussis, produit un sidérophore
proche d'alcaligine E. Cela vient confirmer notre hypothése selon laquelle il y a plus de trois
protéines de ME impliquées dans le transport du fer, et leurs poids moléculaires sont proches
de ceux que nous avons obtenus. Cette interprétation est renforcée par le fait que toutes les
bactéries qui sécrétent un ou plusieurs sidérophore(s), produisent trois a six protéines
intervenant dans la fixation du complexe fer-sidérophore (Guérinot, 1994)*2. Cela signifie
qu'une bactérie peut synthétiser différents composés, dont les sidérophores, pour optimiser la
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fixation du fer comme l'ont décrit par Philson et Llinas (1982)™" chez Pseudomonas

fluorescens qui peut produire trois sidérophores différents en cas de carence en fer.
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Mais cette étude de la ME vient aussi mettre en évidence le fait que le sidérophore
d'Alcaligenes eutrophus CH34, qui a été classé comme phénolate, n'est pas similaire au
sidérophore pyochéline produit par Pseudomonas aeruginosa. En effet, ce ne sont pas les

mémes protéines de ME qui sont régulées dans les deux cas :

~ 75 et 14 kDa pour la pyochéline chez Pseudomonas aeruginosa (Poole et al.,
1993* : Sokol et Woods, 198346)
=~ 80, 63,5, 63, 41 et 29 kDa dans le cas de notre étude, ou 85,3, 77,8 et 74,5 pour

Gilis et al. (1996)*

11 semble donc, comme 1'avance 1'équipe de Gilis, que Alcaligine-E, soit un membre d'un
sous-groupe des phénolates. Mais se baser seulement sur les poids moléculaires des protéines

intervenant dans ce phénomeéne n'est pas un élément suffisament concluant.

Ce travail montre que nous avons bien induit la surexpression de plusieurs protéines
de la ME, dont les poids moléculaires sont d'environ 80, 63,5, 63, 41 et 29 kDa, lorsque la
bactérie est cultivée en absence de fer. Ces protéines pourraient étre impliquées dans le
mécanisme de transport du fer chez la bactérie Ces ME seront utilisées pour l'immunisation
de souris dans le but de produire des Acms trés spécifiques dirigés contre Alcaligenes

eutrophus CH34.

5. Obtention et production d'anticorps monoclonaux anti-

Alcaligenes eutrophus CH34

Nous avons choisi d'utiliser les ME isolées d'Alcaligenes eutrophus CH34 afin de

limiter le nombre d'Ac obtenus et améliorer leur spécificité. Si I'ensemble de la bactérie est
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injectée a la souris, il est possible d'obtenir des Acms contre d'autres structures que celles de
la ME, ces Acms n'étant pas utilisables pour une détection directe in-situ de cette bactérie.

Deux méthodes de production d'Acms ont été mises en ceuvre :

~ la méthode in vivo proposée par Kohler et Milstein (1976)°, 1égérement
modifiée, par immunisation de souris

~ une nouvelle méthode développée au laboratoire par immunisation in vitro
des splénocytes isolés aprés traitement par un mitogeéne polyclonal, la

Concanavaline A (ConA).

5.1. Premier essai de production d'anticorps monoclonaux par immunisation

U0
5.1.1. Protocole d'immunisation

~ 5 injections intrapéritonéales, espacées de 15 jours chacune, de 20 ug d‘Ag
dilué dans 100 ul AIF. Deux lots de souris ont été utilisés. Le premier
regoit des ME de bactéries cultivées en absence de fer (ME —Fe), le
second des bactéries entiéres cultivées sans fer qui ont été fixées au

formaldéhyde 2% et lavées avec du sérum physiologique avant injection.

~ 1 rappel intraveineux avec 20 pg d'Ag dilué dans 50 ul de sérum

physiologique

Nous avons testé la réponse spécifique vis-a-vis d'Alcaligenes eutrophus CH34 et le
titre en IgG des sérums des souris immunisées, afin de réaliser le rappel sur les souris les

mieux répondantes. Cet essai a été réalisé par un dosage ELISA (Tableau 5). Le choix de ces

deux types d'immunisation permettait de vérifier si 1'immunisation avec des ME favorisait
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I'obtention d'Acms présentant une meilleure spécificité par rapport a une immunisation avec la

bactérie entiére.

Tableau 5 : détermination de la spécificité contre Alcaligenes eutrophus CH34 et du titre en

IgG, aprés les cinq immunisations, a partir des sérums des souris.

Antigéne |Souris 1 |Souris 2 | Souris 3 |Souris 4 | Souris 5 Souris 6 Souris 7

ME —Fe > 1/1600000 * |1/10000

Bactérie
entiére

1/12500 1/12500 |1/12500

*

: souris non retenue car présentant une pelade

: souris retenues pour le rappel intraveineux

Le titre en IgG des sérums de souris immunisées avec les ME est trés supérieur a celui
des souris immunisées avec la bactérie entiére, 1/400000 contre 1/12500. Les souris 2 et 5
vont étre utilisées pour la suite de la fusion cellulaire, afin de comparer la production d'Acms

en terme de concentration et de spécificité en fonction de 1'Ag.

5.1.2. Fusion cellulaire et suivi de la production des hybridomes

Le protocole de fusion cellulaire a nécessité, tout au long de notre étude, la mise au
point de divers paramétres. Tout d'abord, les splénocytes issus de la souris 5 ont subi une
centrifugation sur Ficoll afin d'isoler seulement les lymphocytes. La fusion a eu lieu en
présence de PEG 4000 (41% dans du RPMI) et le ratio de SP2/O:lymphocytes était de 1:4.
L'ensemble de la suspension cellulaire a été répartie dans une plaque de culture 24 puits. Une
supplémentation avec de 1'OPI (Sigma) - Oxalate, Pyruvate, Insuline - a été amenée dans le
milieu afin de remplacer la couche nourriciére de macrophages.

Quant a la souris 2, 'ensemble des splénocytes a été fusionné en suivant le protocole

ci-dessus et réparti dans 4 plaques de culture 24 puits (P24).
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Pour ces deux fusions, la sélection des hybridomes a été faite vis-a-vis de la détection
d'Alcaligenes eutrophus CH34 entiére cultivée en absence de fer, seuls les hydridomés
producteurs d'IgG ont été retenus. Ce screening a été réalisé au bout de 10 jours de culture
grice a un test ELISA. Pour la souris 5 nous avons obtenus 2 puits contenant des IgG
spécifiques a partir de la plaque P24, soit un pourcentage de puits positifs de 8,3%. Pour la
souris 2, nous avons obtenu 8 puits producteurs d'IgG a partir des 4 plaques P24, soit un
pourcentage de puits positifs identiques au cas précédent. Il n'y a donc pas de différence au

niveau de l'intensité de la réponse en fonction de I'Ag utilisé.

Les puits retenus ont ét€ clonés par dilution limite en plaque de culture 96 puits (P96).

Suite 4 une contamination par des bactéries, les essais ont du étre arrétés.

52. Deuxiéme essai de production danticorps monoclonaux par

immunisation 2 Uw

5.2.1. Protocole d'immunisation

~ la souris 7, immunisée avec des ME lors de l'essai précédent et ayant recu sa
derniére injection intrapéritonéale 1 mois plus tét, recoit un rappel intraveineux avec 20 ug
d'Ag dilué dans 50 pul de sérum physiologique. Nous avons voulu savoir si un plus long délai
entre la derniére injection intrapéritonéale et le rappel intraveineux pouvait modifier la qualité

de la réponse anticorps.

S.2.2. Fusion cellulaire et suivi de la production des hybridomes
La totalité des splénocytes issus de la rate de la souris 7 ont été fusionnés en suivant le
méme protocole que pour les deux fusions précédentes. L'ensemble des cellules fusionnées a

été réparti dans une plaque P24, le milieu de culture étant toujours supplémenté avec de 1'OPL.
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Apres 10 jours de culture, la sélection de puits & cloner s'est faite par la détection
dAlcaligenes eutrophus CH34 entiére cultivée en absence de fer. Seuls les puits ot des
hybridomes producteurs d'IgG sont présents ont été retenus. Pour la souris 7, nous avons
obtenu 1 puits positif soit un pourcentage de 4,1%. L'intensité de la réponse obtenue est
supérieure d'un facteur 2 par rapport aux premiéres fusions.

Le puits retenu a été cloné par dilution limite en plaque P96, le reste de la suspension
de départ étant conservé en culture en plaque P6. Malgré plusieurs tentatives de clonage, les
clones ne se sont pas développés et nous n'avons pas pu continuer avec ce lot de cellules. Cela

semble indiquer une instabilité des hybridomes obtenus par ce protocole.

Les problémes rencontrés lors de ces trois premiéres fusions, nous ont fait revenir a la
méthode plus classique de production d’Acm. L'OPI a été abandonné au profit de la couche
nourriciére de macrophages intrapéritonéaux et de l'IL-6 sera rajoutée dans le milieu pour
favoriser le développement des hybridomes. En effet, cette cytokine a pour réle principal de
favoriser la maturation des lymphocytes B en cellules productrices d'Acs (Bach et Lesavre,
1993)%. La quantité d'Ag injectée sera augmentée afin d'améliorer la réponse secondaire du
systéme immunitaire de la souris. Le temps entre la derniére injection intrapéritonéale et le

rappel intraveineux restera de 15 jours.

5.3. Troisitme essai de production d'anticorps _monoclonaux _ par

Immunisation 2 Uw

5.3.1. Protocole d'immunisation

Le protocole décrit ci-aprés, est utilisé dans le département de production d'Acm dirigé

par le docteur Yves Lutz & I'.G.B.M.C. (Illkirch, 67):

~ Deux souris sont immunisées en parall¢le et les deux rates sont poolées.
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~ 3 immunisations intrapéritonéales, espacées de 15 jours chacune, avec 200
ug d'Ag dilué dans 500 ul d'AIF.
~1 rappel intraveineux, quatre jours avant le sacrifice, avec 20 ug d'Ag dilué

dans 100 ul de sérum physiologique.

5.3.2. Fusion cellulaire et suivi de la production des hybridomes
Les splénocytes issus des deux souris ont été regroupés et le protocole de fusion suivi
est celui donné dans "Matériels et Méthodes". Aprés fusion, 50 millions de cellules sont

répartis dans deux plaques P96 et le reste des cellules fusionnées sont congelées.

Au bout de 10 jours un screening par test ELISA des puits est réalisé. Les critéres
retenus sont :
~ la production d'IgG,
~ la reconnaissance d'Alcaligenes eutrophus CH34 cultivée sans fer,
= la détection de la protéine d'environ 80 kDa qui a été identifiée comme étant
le récepteur du sidérophore produit par la bactérie. Cette protéine a été
obtenue par élution dans du PBS de la bande de gel d'électrophorése

contenant cette protéine.

A Tissue de ce test, 6 puits ont été retenus pour le clonage, soit un pourcentage de 3,1
%. Ces puits présentaient, soit une forte détection de la bactérie ou de la protéine (puits 1D3,
1H4, 2CB), ou un compromis entre les deux (1D2, 1B9, 2G8).Les D.O. obtenues 3 490 nm

pour ces puits sont données dans le Tableau 6.

104



Tableau 6 : Valeurs des D.O. obtenues, en ELISA, 4 490 nm pour la détection d'Alcaligenes

eutrophus CH34 cultivée sans fer et de la protéine de 80 kDa pour la sélection des puits a

cloner.
D.O. de détection de la protéine de | D.O. de détection d'Alcaligenes
80 kDa eutrophus CH34 cultivée sans fer

Puits 1D2 0,023 0,705
Puits 1D3 0,004 0,816
Puits 1H4 0,075 0,577
Puits 1B9 0,045 0,514
Puits 2C8 0,002 0,723
Puits 2G8 0,061 0,601

La D.O. de détection de la protéine de 80 kDa est trés faible par rapport a celle de la
bactérie entiére (Tableau 6). Ce phénoméne peut s'expliquer soit par une concentration trop
faible en protéine lors du coatage des plaques ELISA, soit par le fait que ce n'est pas cette

protéine qui est reconnue par les Ac.

Les six puits sélectionnés ont subi un premier clonage en agar noble 3%. Le fait de
cultiver en milieu solide, permet d'isoler directement les clones les uns des éutres sans avoir a
réaliser les nombreuses observations des plaques de culture du clonage en dilution limite.

Sur les 48 clones cultivés, 6 ont été sélectionnés. Ces derniers sont tous issus du puits 2GS,
qui présentait le meilleur compromis entre les deux détections envisagées. L'intensité de
détection est trés variable d'un clone a l'autre. Si l'intensité de détection de la protéine de 80
kDa est toujours aussi faible, celle de la détection de la bactérie est moins importante en

général en comparaison avec les valeurs du puits de départ (Tableau 7).
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Tableau 7 : Valeurs des D.O. obtenues, en ELISA, a2 490 nm pour la détection d'Alcaligenes
eutrophus CH34 cultivée sans fer et de la protéine de 80 kDa pour la sélection des clones

aprés clonage en agar noble 3%.

D.O. de détection de la protéine | D.O. de détection d'Alcaligenes
de 80 kDa eutrophus CH34 cultivée sans fer
Clone 2G8/A2 0,194 0,430
Clone 2G8/A6 0,047 0,337
Clone 2G8/B5 0,065 0,318
Clone 2G8/B6 0,068 0,630
Clone 2G8/C1 0,038 0,482
Clone 2G8/C2 - 0,052 0,429

Pour les autres clones, les Ac produits avaient perdu la caractéristique de détection de
la protéine de 80 kDa, confortant notre hypothése que ce n'est pas cette protéine qui est
reconnue par les Acms.

Pour s'assurer que les caractéristiques des anticorps produits par les six clones
sélectionnés ne se perdent pas avec les repiquages, ces hybridomes subissent un second
clonage en agar noble 3%. Cela va aussi permettre d'établir la lignée.

55 clones résultent de cette manipulation et aprés sélection (ELISA), 11 clones sont
conserveés:

_ 2G8/A2-10
. 2G8/A2-11
- 2G8/B5-7
- 2G8/B5-9
- 2G8/B6-1
- 2G8/B6-7
- 2G8/B6-9
. 2G8/C1-3
. 2G8/Cl-4
- 2G8/C15
- 2G8/C1-6
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Sur I'ensemble de ces clones, les Ac produits ne détectent plus la protéine de 80 kDa.
L'intensité de détection d'Alcaligenes eutrophus CH34 est réduite d'un facteur 1,5 par rapport

aux intensités des anticorps produits par les clones issus du premier clonage.

Nous conserverons ces clones et les anticorps qu'ils produisent vont subir différents
tests de réactions croisées pour ne retenir que les clones produisant des anticorps spécifiques

de la bactérie. L'isotypage, par capture-ELISA, de ces derniers sera aussi réalisé.

5.3.3. Isotypage et spécificité des anticorps obtenus

5.3.3.1.Isotvpage des anticorps obtenus
L'ensemble des Ac a été isotypé a 1'aide d'un test de capture-ELISA. Tous les isotypes

ont €té testés et tous les Ac produits sont d'isotype IgG1.

35.3.3.2.Spécificité des anticorps obtenus
La sélection finale des hybridomes producteurs s'est faite sur la capacité des Ac a
reconnaitre spécifiquement Alcaligenes eutrophus CH34. Pour cela, deux types de screening
ont été réalisés :
= réactions croisées avec des souches proches d'Alcaligenes eutrophus CH34
~ réactions croisées avec des souches bactériennes ubiquistes dans

l'environnement.

Nous avons commencé par tester des souches dérivées ou proches d'Alcaligenes
eutrophus CH34 (Tableau 8). Il s'agit de souches privées d'un ou des deux plasmides
pMOL28 et pMOL30, d'autres souches du genre Alcaligenes ou de souches bactériennes
portant des résistances proches de notre bactérie. Toutes les souches ont été cultivées en
présence et en absence de fer, un résultats négatif dans le tableau signifie que dans les

deux conditions de culture, il n'y a aucune détection par les anticorps produits.
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A l'issue de ce test de spécificité, nous pouvons donc différencier :
= un groupe de 3 Acms qui ne détectent que Alcaligenes eutrophus CH34
cultivées en absence ou en présence de fer. Ce sont les anticorps produits

par les clones B5-7, B5-9 et B6-7.

~ le reste des Acms testés détectent bien Alcaligenes eutrophus CH34, mais
présentent une réaction croisée avec Escherichia coli S17/1, souche

résistante au Ni, ces clones ne sont donc pas retenus.

Dans les deux groupes, l'intensité de la détection de la bactérie cultivée en
présence de fer est trois fois inférieure a celle de la souche cultivée en absence de fer.
Cela suggere que l'antigéne de ME reconnu par les anticorps est impliqué dans le
mécanisme de transport du fer. De plus, le fait de ne pas détecter Alcaligenes eutrophus
CH34 AE126 et AE128 montre que la présence des deux mégaplasmides de résistances
est nécessaire a l'expression de l'antigéne reconnu. Cela semble étre donc la premiére
preuve d'une interaction forte entre le transport du fer et l'efflux de cations chez
Alcaligenes eutrophus CH34.

Bacillus subtilis, bactérie & Gram (+) et témoin négatif interne du test, n'est pas détecté, ce qui

valide les résultats obtenus.
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Tableau 8 : Spécificité comparée des anticorps monoclonaux retenus vis-a-vis de souches proches ou dérivées d'Alcaligenes eutrophus CH34.

Résistances
Souche aux métaux Plasmides Référence du clone / Résultat ELISA
lourds *
Ni [Cd| Zn A2-10 | A2-11 | B5/7 | B5/9 | B6/1 | B6/7 | B6/9 | C1/3 Cl/4 C1/5 C1/6
Alcaligenes eutrophus CH34 (autre | r | r r |pMOL28 ‘
laboratoire) .MOL30 +++ +++ I o T O I A R +++ +++ ++4+
Alcaligenes eutrophus 104 s aucun - - - - - - - - - - -
Alcaligenes eutrophus 126 5 pMOL28 - - - - - - - - - - -
Alcaligenes eutrophus 128 r pMOL30 - - - - - - - - - - -
Alcaligenes eutrophus JMP 134 pJP4 (24D i ) ) i i i i i i
resistance)
Escherichia coli S17/1 r| s s |pTV1 +++ +++ - - +++ - +++ +++ +++ +++ +++
Alcaligenes eutrophus CH34 r|r r |,MOL28
cultivée en absence de fer MOL30 +++ +++ +++ | | | R | A | +++ +++ +++
Alcaligenes xylosoxydans rjr|or - - - - - - - - - - -
Alcaligenes xylosoxydans r| s s - - - - - - - - - - -
Alcaligenes xylosoxydans s | s | - - - - - - - - - - -
Bacillus subtilis Témoin
négatif ) ] ] i )

1 : résistante, s : sensible

- :aucune détection
+ :faible détection
++ : détection moyenne

+++ : forte détection




Apres avoir montré la spécificité des Acms retenus, nous avons voulu vérifier que des
souches de 1'environnement n'étaient pas détectables par ces Acms. Ce test est réalisé dans
l'optique d'une détection in situ d'Alcaligenes eutrophus CH34. La présence de cette bactérie
pourrait révéler une pollution assez importante par des métaux lourds de certains sites, la
souche servant donc de bioindicateur. Pour cela des souches, trés souvent rencontrées dans
I'environnement, ont été sélectionnées. Méme si 3 clones ﬁous intéressent, nous avons aussi
testé les 8 autres pour valider les résultats obtenus. Le Tableau 9 illustre les résultats obtenus

avec ces différentes souches bactériennes, un résultat négatif signifie que quelle que soit la

condition de culture (présence ou absence de fer) la souche bactérienne n'est pas détectée.

Tableau 9 : Spécificité comparée des anticorps monoclonaux vis-d-vis de souches

bactériennes suceptibles d'étre rencontrées dans l'environnement (souchier du laboratoire).

« Référence du clone / Résultat ELISA

Souche

Alcaligenes faécalis - -

Bacillus subtilis - -

Pseudomonas aeruginosa - -

Proteus vulgaris - -

Escherichia coli +++ 44+

Klebsiella aerogenes - -

Streptococcus faecalis - -

Alcaligenes eutrophus
CH34 cultivée sans fer

Alcaligenes eutrophus
CH34 cultivée avec fer

- :aucune détection
+ . faible détection
++ : détection moyenne

+++ : forte détection

- : Hybridomes retenus pour la spécificité de détection d'Alcaligenes eutrophus CH34
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Comme I'illustre le Tableau 9, les 8 hybridomes qui n'avaient pas été sélectionnés (A2-
10, A2-11, B6-1, B6-9, C1-3, C1-4,C1-5 et C1-6) présentent toujours une réaction croisée
avec Escherichia coli, méme si cette souche est différente du test précédent. Cela semble
montrer une détection de toutes les souches du genre Escherichia coli. De plus les Acms
produits par I'hybridome B6-7 détectent Klebsiella aerogenes. Donc, aprés ce test, deux
hybridomes sont retenus, ce sont les clones B5-7 et B5-9. La détection de la bactérie cultivée
en présence de fer est & nouveau environ 3 fois inférieure a celle de la bactérie cultivée en
absence de fer. Ce résultat vient confirmer I'hypothése selon laquelle 1'antigéne reconnu est
impliqué dans le mécanisme de transport du fer.
Néanmoins, seul I'hybridome B5-7 sera conservé pour le reste de 1'étude car il présente une

détection 20% supérieure a celle de I'hybridome B5-9, lequel sera congelé.

5.3.3.3.Vérification de la spécificité de détection d'Alcaligenes eutrophus CH34

par les Acms produits par I'hybridome BS/7

Afin d'étayer les hypothéses faites a la suite des tests de sélection précédents, nous
avons étudié les réactions des Acms produits par I'hybridome BS5/7 contre des souches
dérivées ou taxonomiquement proches d'Alcaligenes eutrophus CH34. Les caractéristiques
génotypiques de ces souches sont données dans le Tableau 2.

Le Tableau 10 présente les résultats de la détection des souches par les Acms.
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Tableau 10 : Résultats de la détection de souches dérivées ou taxonomiquement proches

d'Alcaligenes eutrophus CH34 (fournies par M. Mergeay) et d'autres souches bactériennes par

les Acms produits par 1'hybridome B5/7

Souches bactérienne

Détection par les Acms

Alcaligenes eutrophus CH34 cultivée en absence de fer (M. Mergeay) +4++
Alcaligenes eutrophus CH34 cultivée en présence de fer (M. Mergeay) +
Alcaligenes eutrophus CH34 cultivée en absence de fer (1.U.T.) +++
Alcaligenes eutrophus CH34 cultivée en présence de fer (I.U.T.) +
Alcaligenes eutrophus CH34 AE43 -
Alcaligenes eutrophus CH34 AE81 +++

Alcaligenes eutrophus CH34 AE176

Alcaligenes eutrophus CH34 AE194

Alcaligenes eutrophus CH34 AE229

Alcaligenes eutrophus CH34 AE245

Alcaligenes eutrophus AS2

Alcaligenes eutrophus AS39

Alcaligenes eutrophus DS185

Alcaligenes eutrophus SV661

Salmonella sp.

Clostridium perfringens

Escherichia coli K12 Hfr

+++ : forte détection

++ : détection moyenne
+ : faible détection

- : aucune détection

Les résultats du Tableau 10 montrent que lorsque Alcaligenes eutrophus CH34 est

cultivée en absence de fer, sa détection par les Acms produits par 1'hybridome B5/7 est plus

forte que lorsque la bactérie est cultivée en présence de fer. Ce phénomene est observé quelle

que soit l'origine de cette souche bactérienne (I.U.T. ou M. Mergeay). Cela confirme les

résultats obtenus précédemment.
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Ces résultats montrent aussi que les souches dérivées d'Alcaligenes eutrophus CH34,
c'est-a-dire AE176, AE194, AE229 et AE245, qui sont privées d'un des deux plasmides ou
des deux mégaplasmides, ne sont pas reconnues par les Acms. Cela vient également confirmer
le fait que la présence des deux mégaplasmides est nécessaire pour l'expression de 1'Ag
reconnu. Les autres souches sauvages que sont Alcaligenes eutrophus AS2, Alcaligenes
eutrophus AS39, Alcaligenes eutrophus DS185 et Alcaligenes eutrophus SV661 qui sont
taxonomiquement trés proches d'Alcaligenes eutrophus CH34 et dont les plasmides sont trés
semblables & pMOL28 et pMOL30, ne sont pas reconnues par les Acms produits par
I'hybridome B5/7. Ces observations viennent confirmer la spécificité’ de détection
d'Alcaligenes eutrophus CH34.

Seule Alcaligenes eutfophus AES]1 est reconnue par les Acms testés. Cette souche, dérivée
d'Alcaligenes eutrophus CH34, porte les deux mégaplasmides mais différe de la souche
sauvage au niveau chromosomique. Cela montre que si la présence des deux mégaplasmides
est nécessaire, il faut que ces derniers soient intégres. En cela, l'absence de détection
d'Alcaligenes eutrophus CH34 AE43 qui porte encore le plasmide pMOL30 et un plasmide
pMOL28 raccourci c'est-a-dire délété d'une région d'environ 40 a 60 kb qui porte les génes
cnr, suggere que la déterminante plasmidienne associée a I'Ag reconnu se trouve non loin de

cnr.

Nous avons essayé de mieux identifier l'antigéne reconnu sur la ME en réalisant un

test en Western blot sur I'ensemble des protéines de la ME.
2.3.4. Résultats de Western Blot

Cette étude va permettre de déterminer le poids moléculaire de la protéine reconnue
par les Acms. Dans le cadre de cet essai, les deux types de ME, issues de bactéries cultivées

en présence et en absence de fer, ont été testées. La Figure 24 illustre les résultats obtenus.
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;| 194

Figure 24 : Réaction des Acms produits par I'hybridome B5-7 en western blot sur des ME
purifiées d'Alcaligenes eutrophus CH34. Ligne 1, ME de bactéries cultivées en présence de
fer; ligne 2, ME de bactéries cultivées en absence de fer; ligne 3, standard de poids
moléculaire phosphorylase B (104 kDa), albumine sérique bovine (82 kDa), ovalbumine (48,3
kDa), anhydrase carbonique (33,4 kDa), inhibiteur de la trypsine de soja (28,3 kDa) et

lysozyme (19,4 kDa).

Dans les deux cas, les Acms détectent uniquement une protéine d'un poids moléculaire
d'environ 41 kDa. L'intensité du marquage est plus faible lorsque la bactérie est cultivée en
présence de fer. Il s'agirait donc, peut-étre, d'une nouvelle protéine impliquée dans le

mécanisme de transport du fer qui n'a jamais été mise en évidence.
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5.3.5. Utilisation des Acms pour la détection d'Alcaligenes eutrophus CH34 en

immunofluorescence.

La capacité des Acms produits par l'hybridome B5-7 a se fixer sur Alcaligenes
eutrophus CH34 entiére, cultivée en absence et en présence de fer, a €té étudiée par une
technique d'immunoflurorescence en suivant le protocole décrit dans la partie "Matériels et
Méthodes". La Figure 25 et la Figure 26 illustrent la fluorescence bactérienne, chaque point
clair correspondant a une bactérie, obtenue pour chaque condition de culture, apres

photographie sur un microscope a fluorescence.

Figure 25 : Immunomarquage par les Acms produits par le clone B5/7 lorsque la bactérie est

cultivée en absence de fer.
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Figure 26 : Immunomarquage par les Acms produits par le clone B5/7 lorsque la bactérie est

cultivée en présence de fer.

Les Acm ont été incubés avec la bactérie cultivée en présence ou absence de fer. La

fluorescence est plus importante dans des conditions de carence en fer.

La détection spécifique des Acms produits par ['hybridome B5/7 est faite
principalement grdce a la reconnaissance d'une protéine de la ME d'un poids moléculaire
d'environ 41 kDa. Les différents tests ont clairement montré que cette protéine est spécifique

d'Alcaligenes eutrophus CH34, qu'elle est impliquée dans le mécanisme de transport du fer

chez cette bactérie et que la présence des deux mégaplasmides pMOL28 et pMOL30 est
nécessaire pour l'expression de cette protéine.
Lors de différentes fusions réalisées, et quel que soit 1'antigéne utilisé (bactérie entiére

ou ME), nous obtenons des Acms d'isotype IgGl. Cette prédominance a déja €t€ mise en
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évidence par Talbot-Lebouteiller (1993)1"'5 chez Clostridium tyrobutyricum dans le cadre
d'obtention d'Acm contre cette bactérie.

La protéine de 41 kDa n'a jamais été décrite chez Alcaligenes eutrophus CH34, son
role dans le transport du fer est inconnu. Cependant, elle fait partie des cinq protéines de ME
surexprimées, dans le cas de la culture d'Alcaligenes eutrophus CH34 en carence de fer, que
nous avions mises en évidence par électrophorése SDS-PAGE. La nécessité de la présence
des deux mégaplasmides pourrait s'expliquer par le fait que 1'un des deux porte une fonction
inductrice et l'autre une fonction régulatrice intervenant dans le mécanisme ou est
probablement impliqué la protéine de 41 kDa.

Il est possible de faire des hypotheses sur la fonction de cette protéine. Neilands (1982)% a
décrit chez Escherichia coli K-12, une protéine de ME impliquée dans le transport du fer, d'un
poids moléculaire de 40 kDa. Elle a été identifiée comme étant le produit de dégradation d'une
protéine de 81 kDa. Dans notre cas, aucune autre bande n'a ét¢ détectée en Western blot, ce
qui semble aller & 'encontre de Neilands.

Larsen et al. (1996)'* ont identifi¢, dans la famille des Enterobacteriaceae, des homologues
de TonB dont les poids moléculaires allaient de 33 a 40 kDa environ. Ils présentaient des
homologies de séquences de 50 4 85% tout en étant spécifiques de chaque souche bactérienne.
De plus, Letain et Postle (1997)"'9 ont montré que TonB assurait le transport de 1'énergie entre
la ME et la MC, en faisant la navette entre ces deux enveloppes, chez Escherichia coli, afin de
faciliter la fixation du complexe fer-sidérophore. TonB interagit avec plusieurs protéines de
ME qui ne sont pas encore caractérisées. Selon la méme équipe, la répattition de TonB est de
40% dans la ME et de 60% dans la MC respectivement.

En cas de carence en fer, la protéine de 41-kDa (plasmides-dépendante) pourrait agir
en coopération avec le mécanisme de transport du fer, codé par le chromosome bactérien,

pour optimiser la fixation de ce cation, en fixant par exemple le complexe fer-sidérophore.
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Cette non spécificité de la protéine impliquerait aussi que le sidérophore produit par
Alcaligenes eutrophus CH34 serait capable de fixer d'autres cations que le fer. Cela a été
récemment montré par Gilis et al. (1998)*. Cette équipe a démontré que le cadmium pouvait
aussi étre fixé par Alcaligine-E. De tels résultats ont aussi été décrits par Namiranian et al.
(1997)* et Visca et al. (1992)** pour la pyochéline chez Pseudomonas aeruginosa, qui est
capable de fixer le Cu, le Co, le Ni et le Zn.
De plus, Rensing et al. (1997)" en proposant un nouveau modele, chez Alcaligenes eutrophus
CH34, pour le flux sortant de cations codé par 'opéron czc, a émis l'hypothése de la présence
dans la ME d'une protéine hypothétique appelée "Omp Y" qui assure le passage des cations
vers le milieu extracellulaire. La protéine de 41 kDa que nous avons mis en évidence pourrait
étre cette "Omp Y" et une des protéines, non caractérisée, qui interagit avec TonB pour le
transport du fer. Cela constituerait le premier lien entre ces deux systémes de transport.

Si le rdle de la protéine de 41 kDa n'est pas de transporter les cations a travers la ME,
il pourrait s'agir d'une protéine de stress. Elle pourrait également €tre liée a un systeme
d'export bactérien de type ABC. Fath et Kolter (1993)'*’ dans leur revue sur ce type de
mécanisme ont mis en évidence la nécessité de facteurs accessoires pour assurer le bon
fonctionnement de ces transports. Un de ces facteurs est une protéine de ME qui intervient
dans la sécrétion d'autres protéines synthétisées par la bactérie. L'exemple donné est tolC qui
intervient dans le mécanisme de sécrétion de 1'hémolysine chez Escherichia coli. Cette
protéine a été classée au sein du groupe des protéines de fusion membranaire par Saier et al.
(1994)'%. Dans ce cas, la protéine de 41 kDa interviendrait dans I'excrétion du sidérophore. Ce
dernier pouvant fixer indifféremment le fer ou des métaux lourds, cela pourrait expliquer la

surexpression de cette protéine dans nos conditions de culture.
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5.4. Production et purification des anticorps monoclonaux

Aprés avoir sélectionné les Acms produits par le clone B5/7, il était nécessaire de les
produire en plus grande quantité et de les purifier.

Pour I'ensemble des quatre essais (Figure 27), les Ac commencent &étre élués a partir de
la fraction 15, et ce phénomene se poursuit jusqu'a la fraction 30. Les concentrations en IgG
les plus fortes se situent entre les fractions 15 et 20 qui seront utilisées pour des études

complémentaires avec ces Ac.
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Figure 27 : Elution des IgG par suivi de la D.O. a 280 nm aprés passage sur une colonne de

chromatographie a protéine G.
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6. Mise au point d'une méthode d'immunisation in vitro pour

l'obtention d'anticorps monoclonaux - Induction d'une

réponse immunitaire secondaire.

Un des paramétres importants que 1'on rencontre lors de la production d'Acms est le
temps. En effet, entre la premiére immunisation et l'obtention, apres sélection, des hybridomes
producteurs des Igs recherchées, il faut entre 4 et 6 mois. Nous avons voulu développer une
méthode qui permettrait de raccourcir ce temps 4 2 mois en conservant la méme qualité aux

Ac produits.

Pour pouvoir obtenir une réponse immunitaire secondaire, il est nécessaire de réaliser
plusieurs immunisations tout en maintenant les lymphocytes vivants et en culture.
Contrairement aux essais précédemment développées par d'autres équipes, nous avons voulu
tenter de mettre au point une méthode de culture permettant de maintenir les lymphocytes en

vie au-dela de 72 heures.

Notre but était de recréer en plaque de culture la rate de souris. Pour pallier le
probléme de la mort lymphocytaire, nous avons utilisé un mitogéne polyclonal, la
concanavaline A (ConA) capable d'activer les populations lymphocytaires. Le choix de la
ConA est a la fois pratique et économique. Ce systéme est compléter par l'ajout de cellules

nourricieres et d'I1-6 avant la mise en contact avec I'Ag.

6.1. Premier essai iz utro

Nous avons voulu vérifier la faisabilité de cette technique et déterminer & quel moment

la ConA devait €tre ajoutée a la concentration finale de 3 pg/ml, pendant 24 heures.

120



6.1.1. Protocole "d'immunisation”

e La veille du sacrifice de la souris, une couche nourriciére de macrophages
intrapéritonéaux est déposée dans les puits d'une plaque de culture P6, soit 60000 cellules /
puits / ml de milieu complet. !

e Une souris BALB/c femelle 4gée de 4 4 6 semaines est sacrifiée, sa rate est
prélevée, les splénocytes sont récupérés dans 12 ml de milieu complet. 2 ml de cette
suspension cellulaire est déposée dans chaque puits de culture. L'ensemble est mis au repos
dans un incubateur CO, (5% CO,, 37°C) pendant 24 heures.

e Deux protocoles d'immunisation sont étudiés :

- ajout de ConA dans 1 ml de milieu de culture complet pour obtenir
une concentration finale de 3 ug/ml. Aprés 24 heures, 3
immunisations, espacées de 72 heures, avec 200 ug d'Ag (ME)

amenés dans 5 ml de milieu complet seront réalisées.

- ajout de 200 pg de ME dans 5 ml de milieu de culture. Aprées 24
heures, la ConA est ajoutée pour obtenir une concentration finale de
3 ng/ml. Apres 72 heures, 200 pg de ME sont ajoutés dans 5 ml de
milieu complet. Aprés 72 heures, le milieu du puits est renouvel€ et

200 ug de ME sont amenés dans 5 ml de milieu de culture.

e Aprés 12 jours, la fusion se fait en suivant le protocole utilis€é pour la

production in vivo. Tous les puits ayant recu le méme traitement sont poolés

pour la fusion.
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6.1.2. Fusion cellulaire et suivi de la production des hybridomes

A la suite de l'ajout de ConA, la croissance dans les puits de culture a été tres forte, car
en 24 heures le milieu de culture était épuisé. Il y a eu une trés forte mortalité cellulaire due
aux mauvaises conditions de culture et le contact avec les ME n'a pas €té optimal. Il sera
nécessaire de diminuer cette concentration pour mieux maitriser le développement cellulaire

lors d'un autre essai.

Aprés 10 jours de culture, la sélection de puits a cloner s'est faite par rapport a la
détection d'Alcaligenes eutrophus CH34 cultivée en absence et en présence de fer, et seuls les
puits ol des hybridomes producteurs d'IgG étaient présents ont €té retenus. Pour cette fusion,
nous avons retenu 6 puits (Al, B10, B11, C10, E7, et F6) sur 72 testés soit un pourcentage de
8,3 %. Ce pourcentage est identique a celui obtenu lors de la production in vivo d'Acms. Mais
la détection d'Alcaligenes eutrophus CH34 cultivée en présence de fer est environ 8 fois
inférieure a celle de la bactérie cultivée en carence de fer. Il faut de plus noter que les puits

clonés ont tous subi le traitement ConA, suivi des ajouts de ME.

Les puits retenus ont été clonés en agar noble 3%, le reste de la suspension de départ
étant conservée en culture en plaque P6. Apres prélevement des clones et leur culture pendant
10 jours, une nouvelles sélection a été entreprise. Les mémes critéres de sé€lection ont été
utilisés.

A l'issue de celle-ci, 4 puits, A1/A2, A1/A7, B10/B9 et C10/D7, sur 48 testés ont €té retenus.
Leur intensité de détection d'Alcaligenes eutrophus CH34 cultivée en absence de fer était
d'une D.O. moyenne de 0,2. En revanche, la détection de la bactérie cultivée en présence de
fer a quasiment disparue, la D.O. moyenne de détection étant de 0,015, valeur qui est similaire

au bruit de fond de la technique dans nos conditions. Ces hybridomes ont €té€ mis en culture
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en plaque de culture P6, seul A1/A2 s'est développé. Cela pourrait signifier une instabilité

plus importante de ces cellules.

Cet essai a montré la faisabilité de cette technique d'immunisation in vitro, c'est-a-dire
obtenir une réponse secondaire (de type IgG) grice a la survie des lymphocytes au-dela de 72
heures. Ce test a permis de montrer que la ConA devait étre mise avant les apports de ME..
La concentration en ConA est aussi un facteur important pour la bonne réalisation de cette

technique.

6.2. Deuxiéme essai iz utro

La concentration en ConA utilisée a été réduite 2 1 ug/ml en final, ce qui devrait
permettre de mieux maitrisé le développement cellulaire. Les autres conditions sont

conservées par rapport au premier essai.

6.2.1. Protocole "d'immunisation"”

e La veille du sacrifice de la souris, une couche nourriciere de macrophages
intrapéritonéaux est déposée dans les puits d'une plaque de culture P6, soit 60000 cellules /
puits / ml de milieu complet.

o Une souris BALB/c est sacrifiée, sa rate est prélevée, les splénocytes sont
récupérés dans 12 ml de milieu complet. 2 ml de cette suspension cellulaire sont déposés dans
chaque puits de culture. L'ensemble est mis au repos dans un incubateur CO; (5% CO,, 37°C)
pendant 24 heures.

e ajout de ConA dans 1 ml de milieu de culture complet pour obtenir une
concentration finale de 1 pg/ml. Aprés 24 heures, 200 ug de ME sont ajoutés dans 5 ml de

milieu. Aprés 3 jours, l'ensemble du milieu de culture du puits est renouvelé et 200 ng de ME
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sont amenés dans 5 ml de milieu de culture. Aprés 3 jours, un dernier ajout de 200 pg de ME

dans 5 ml de milieu de culture est réalisé.
e Aprés 12 jours, la fusion se fait en suivant le protocole utilisé pour la

production in vivo. Tous les puits ayant recu le méme traitement sont poolés pour la fusion.

6.2.2. Fusion cellulaire et suivi de la production des hybridomes

L'ajout de la ConA a une concentration plus faible a permis la maitrise du
développement cellulaire. Sur les 4 jours de présence de la ConA, la biomasse s'est accrue
sans épuiser le milieu de culture. Ainsi le contact avec l'antigéne a pu €tre optimal. Le

probléme est donc résolu de ce point de vue.

Aprés 10 jours de culture, la sélection de puits a cloner s'est faite par rapport a la
détection d'Alcaligenes eutrophus CH34 cultivée en absence et en présence de fer, et seuls les
puits, ol des hybridomes producteurs d'IgG étaient présents, ont €té€ retenus. Nous avons
retenu 7 puits sur les 96 testés, soit un pourcentage de 7,3 %. De plus, le nombre de puits
testés est en augmentation par rapport au premier essai, passant de 72 a 96, soit un gain de 33
%. Ceci montre bien que la croissance cellulaire a ét¢ mieux maitrisée en limitant la mortalité
des lymphocytes. La D.O. moyenne de détection de la bactérie cultivée en absence de fer est
de 0,132, soit une augmentation de 44% par rapport au premier essai. Cependant, la détection
de la bactérie cultivée en présence de fer est toujours aussi faible, sortant a peine du bruit de
fond de la méthode.

Les puits retenus ont été cloné en agar noble 3%, le reste de la suspension de départ
étant conservée en culture en plaque P6. Aprés prélévement des clones et leur culture pendant
10 jours, une nouvelles sélection a été entreprise. Les mémes criteres de sélection ont €té
utilisés. 57 clones ont été testés et 6 ont été retenus (1A11, 1B1, 1B2, 1G6, 1G7 et 1H11) soit

un pourcentage de 10,5%. Mais la capacité a détecter Alcaligenes eutrophus CH34, quelles
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que soient les conditions de culture, est faible, la D.O. moyenne de détection de la bactérie
cultivée en absence de fer est de 0,036.

Nous avons voulu vérifier les réactions croisées avec des souches proches
d'Alcaligenes eutrophus CH34, ceci afin de déterminer si cette faible D.O. est due a une
instabilité des clones ou 2 un probléme de reconnaissance de la bactérie. Les souches étudiées
sont les mémes que celles utilisées pour la méthode in vivo. Le Tableau 11 illustre les résultats
obtenus.

L'ensemble des hybridomes étudiés ne reconnait que faiblement Alcaligenes eutrophus
CH34, ce qui confirme les résultats obtenus lors des tests de sélection. Cependant tous les Ac
se fixent de maniére spécifique sur Alcaligenes xylosoxydans (Ni, Zn' et Cd') puisque 1a D.O.
moyenne de la détection de cette souche est de 0,663. Il semble, donc, que ce ne soit pas une
instabilité des clones, mais un probléme "d'immunisation" des lymphocytes qui explique la
faible détection d'Alcaligenes eutrophus CH34. La trés forte intensité de détection de l'autre

souche montre que cette technique est viable pour la production d'’Acms.

Nous avons donc montré la faisabilité de cette technique d'immunisation in vitro qui
permet :
- de maintenir les lymphocytes en culture au-dela de 72 heures,

- d'obtenir une réponse immunitaire secondaire,

de réduire a 2 mois le temps nécessaire pour l'obtention d'Acms

d'obtenird’Acms

Ces essais préliminaires ont montré qu'il fallait modifier certains paramétres de la
technique pour pouvoir obtenir des Acms spécifiques de la souche ayant servi a
l'immunisation. Nous pourrons également augmenter le nombre de cellules nourriciéres ,

ajouter d'autres interleukines et/ou facteurs de croissance. Il faudra par exemple augmenter
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les quantités de ME utilisées pour les "immunisations” ou augmenter le nombre
d'"immunisations" afin de présenter plus d'antigéne et ainsi améliorer la spécificité des Acms.
Pour améliorer cette technique, l'utilisation d'autres mitogénes comme le pokeweed ou la
phytohémagglutinine, plus spécifiques de la division des lymphocytes B (Yang et al., 1998)'%
serait aussi envisageable.

Cette technique mériterait une autre étude visant a optimiser l'ensemble de ces

paramétres.
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LTT

Tableau 11 : Spécificité comparée des anticorps monoclonaux retenus vis-a-vis de souches proches ou dérivées d'Alcaligenes eutrophus CH34.

Résistances
Souche aux métaux Plasmides Référence du clone / Résultat ELISA
lourds *
Ni |Cd| Zn 1A11 1B1 1B2 1G6 | 1G7 | 1H11 | 1A1T/A2
Alcaligenes eutrophus CH34 (autre | r | r r |pMOL28
laboratoire) »MOL30 i i i i ) ) i
Alcaligenes eutrophus 104 s | s s |aucun - - - - - - -
Alcaligenes eutrophus 126 r | s s | MOL28 | - - - - - - -
Alcaligenes eutrophus 128 s | r r  |MOL30 - - - - - - -
Alcaligenes eutrophus IMP 134 pJP4
(résistance au - - - - - - .
2,4-D)
Escherichia coli S17/1 r S s |pTV1 - - - - - - 5
Alcaligenes eutrophus CH34 r | r r |pMOL28

cultivée en absence de fer PMOL30 ) ) i ) . ) i

Alcaligenes xylosoxydans r|r 3 +++ +++ | A | | 4 4
Alcaligenes xylosoxydans r|s| s - - - - - - -
Alcaligenes xylosoxydans s|s| o - - - - - - -

Bacillus subtilis Témoin
négatif

? r : résistante, s : sensible

- :aucune détection
+ :faible détection
++ : détection moyenne

+++ : forte détection



7. Applications des anticorps monoclonaux a la détection

d'Alcaligenes eutrophus CH34.

Aprés avoir obtenu des Acms dirigés spécifiquement contre Alcaligenes eutrophus
CH34, il était nécessaire de développer une méthode rapide pour détecter cette bactérie. En
effet, le seul moyen actuel de détecter cette souche est de la cultiver sur des milieux de culture

sélectifs. Cette méthode est longue et peut induire la perte de caractéristiques phénotypiques.

Avec la production des Acms, nous pouvons envisager l'utilisation d'un test de type
ELISA. Mais si celui-ci est assez sensible, il présente les inconvénients de n'étre utilisable
qu'en laboratoire et le délai pour obtenir des résultats est assez long (environ une journée).
Nous avons voulu réduire ce temps a quelques minutes et avoir un systéme utilisable "sur le
terrain". Pour cela nous nous sommes inspirés du test dhémagglutination indirecte artificielle
utilisé, par exemple, pour réaliser la détection de certaines protéines d'origine bactérienne
(Protéine C Reactive test). Le principe est, que sur des globules rouges ou des billes de latex,
des Ac spécifiques sont greffés par leur partie C-terminale. En cas de reconnaissance de I'Ag
spécifique, il y a formation d'agglutinats observables a l'eeil nu, ce qui indiquera la positivité
du test. Notre choix s'est orienté vers des billes de latex.

Pour les essais, deux types de billes ont été utilisés :

= latex de polystyréne hydrophiles super-actifs modifiés carboxylate, billes de 3,1 um

de diametre.

= latex de polystyréne hydrophobes super-actifs modifiés aliphatic/amine, billes de

2,1 um de diamétre.
Leur emploi a été justifié par des problémes d'orientation de la fixation des Acms. En

effet, en fonction de la charge portée par la surface de la bille, les Ac vont se fixer soit par
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leur partie N-terminale (fragments Fab), soit par leur partie C-terminale (fragment Fc). Pour
déterminer le type de fixation en fonction du type de billes, nous avons utilisé un Ac
secondaire anti-IgG de souris marqué a la fluorescéine dirigé uniquement contre le fragment
Fc. Ainsi seuls les Ac fixés par leur partie Fab seront révélés par immunofluorescence

indirecte.

7.1. Sélection du type de billes

Les deux types de billes sont photographiés en contraste de phase interférentielle (ou
DIC) et fluorescence sur un microscope NIKON E-800. La Figure 28 illustre les résultats
obtenus. Les billes "modifiées carboxylate" sont les seules a présenter une fluorescence. Cela
signifie que les Acms se sont bien fixés par leur partie N-terminale. Ce seront donc les billes

modifiées aliphatic/amine qui seront utilisées pour le reste de 1'expérience.

Figure 28 : Immunomarquage par un anticorps secondaire fluorescent obtenu aprés fixation

des Acms produits par I'hybridome B5/7 sur les billes de latex modifi€es carboxylate.
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7.2.  Essais de détection d'A leilicenes eutrophus CH34

Apres avoir montré la fixation des Acms sur les billes, la capacité de détection
d'Alcaligenes eutrophus CH34 par ce systéme devait étre démontré. Pour cela, deux lots de
bactéries ont été préparés contenant l'un la bactérie cultivée sans fer, l'autre la bactérie
cultivée en présence de fer, leur D.O. 2 620 nm était de 0,8. Un nouveau lot de billes coatées a
été préparé en suivant le protocole décrit précédemment. Sur une plaque d'opaline, nous avons
déposé 100 pl de suspension de billes et ajouté 100 pl de suspension bactérienne. La plaque
est lentement agitée par retournement pendant 2 minutes. Si la bactérie est détectée, il y aura

formation d'agglutinats visibles a 1'ceil nu.

Le premier puits contenant du PBS sert de témoin négatif au test. Dans le puits ou la
bactérie cultivée en absence de fer a été déposée, il y a formation de gros agglutinats. Par
contre ces derniers sont de plus petite taille dans le cas ol la bactérie est cultivée en présence
de fer. Ces résultats viennent confirmer ceux obtenus en ELISA lors des tests de sélection des
Acm. La Figure 29, la Figure 30 et la Figure 31 présentent des observations microscopiques

de ces agglutinats en fonction du type de bactérie utilisé.
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Figure 29 : Observation en DIC des agglutinats formés en présence de PBS comme témoin

négatif (grossissement x400).

aliphatique coatées avec les Acms et les bactérie cultivées en absence de fer. (Grossissement

x400).
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Figure 31 : Observation faite en DIC des agrglutinats formés entre les billes de latex
modifiées amine aliphatique coatées avec les Acms et les bactéries cultivées en présence de

fer (Grossissement x400).

Nous avons donc montré la capacité a détecter Alcaligenes eutrophus CH34 par ce
systéeme. Cette technique est rapide, moins de 5 minutes, et pourrait étre aisément
transportable sur le terrain car elle nécessite un matériel restreint. Il reste a déterminer le
seuil de détection de ce procédé, et montrer que l'agglutination n'est pas observable avec

d'autres souches bactériennes.

7.3. Détermination du seuil de détection de ce procédé

Pour déterminer le seuil de détection de cette méthode, une gamme de concentrations
en bactéries a été réalisée. Le Tableau 12 donne les différentes concentrations utilisées (en

million de bactéries /ml).
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Tableau 12 : Gamme de concentrations en bactéries utilisée pour déterminer le seuil de-

détection du procédé.

Concentration (million

. 312512 (|15 11]075/05|04/|03]|0,2|0,1]0,01
bactéries / ml)

Pour cet essai, 100 pl de billes ont €té ajoutées a 100 ul de suspension bactérienne.
L'ensemble est agité par retournement pendant 2 minutes sur une plaque d'opaline. Une
observation visuelle est faite pour évaluer la formation d'agglutinats et 15 ul de la suspension
sont montés entre lame et lamelle pour une observation microscopique. Un témoin négatif

était fait avec du PBS.

Des agglutinats étaient visibles jusqu'a une concentration de 2.10° bactéries par ml. En
dessous de cette valeur, seule I'observation microscopique permet de voir la formation de

petits agglutinats jusqu'a la concentration de 10* bactéries par ml.

Le seuil de détection par ce procédé est donc de 2.10° cellules | ml pour une détection
visuelle et de 10° cellules | ml pour une détection microscopique. Ce test sera donc utilisable

pour des cas ou Alcaligenes eutrophus CH34 est présente en forte quantité. En revanche,

dans le cas d'un effluent de composition inconnue, un résultats négatif devra étre confirmé
aprés culture, pendant 24 heures, dans un milieu spécifique afin d'enrichir la biomasse
bactérienne. Si la réponse est toujours négative, l'absence de la bactérie pourra étre conclue.
Meéme si cette étape est lourde, le temps de détection de la bactérie est toujours réduit a une
Jjournée ce qui est un gain de temps appréciable par rapport aux méthodes traditionnellement

utilisées pour identifier la bactérie.
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74.  Spécificité de la détection d'A lailigenes entrophus CH34 par ce procédé.

Afin de vérifier que la formation des agglutinats n'est pas du a la simple présence de

bactéries, trois souches dérivées d'Alcaligenes eutrophus CH34 ont été utilisées. Il s'agit de :

~ Alcaligenes eutrophus CH34 AE104 (aucun plasmide)
~ Alcaligenes eutrophus CH34 AE126 (contient pMOL28)

~m Alcaligenes eutrophus CH34 AE128 (contient pMOL30)

Aucune formation d'agglutinats n'est observée avec ces trois souches bactériennes..
Cela signifie que la formation d'agglutinats n'est pas due a la simple présence de bactéries,

mais qu'il s'agit bien d'une réaction spécifique Ag-Ac.

Le procédé de détection d'Alcaligenes eutrophus CH34 par agglutination artificielle

indirecte est donc un procédé plus rapide que les techniques utilisées jusqu'a présent pour
identifier la bactérie. Malgré certaines restrictions (culture en cas d'échantillon de
composition bactérienne inconnue), cette technique est donc un bon moyen d'identifier

Alcaligenes eutrophus CH34 de fagon rapide, spécifique et de fagon continue.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

L'objectif de ce travail était I'obtention et la production d'anticorps monoclonaux pour
la détection directe d'Alcaligenes eutrophus CH34 dans des sols ou des effluents liquides
pollués par des métaus lourds. Cette bactérie 3 Gram(-) posséde deux mégaplasmides de
résistance aux métaux lourds. pMOL28 code pour les résistances au Ni, Hg, Co, chromate et
thallium, quant a pMOL30 il permet les résistances au Cd, Zn, Co, Hg, Cu et thallium. Dans
l'optique de 1'obtention d'Acms, la ME a été fractionnée, avec un rendement de plus de 90% et
sans contamination par la MC, en utilisant la méthode proposée Forsberg et al. (1970)
modifiée par Falla et al. (1990). Une étude électrophorétique des ME issues de bactéries
cultivées avec ou sans fer a montré de grandes différences du point de vue de la composition
en protéines. En effet, dans le cas d'une carence en fer, cinq protéines, dont les poids
moléculaires sont d'environ 80, 63,5, 63, 41 et 29 kDa, étaient surexprimées.

Ces ME ont ensuite servi a immuniser des souris femelles BALB/C en vue de
I'obtention d'hybridomes capables de produire des Acms spécifiques d'Alcaligenes eutrophus
CH34. Aprés trois essais in vivo visant a la mise au point de cette technique, un nombre d'a
peu prés 300 hybridomes a été obtenu, a partir desquels 11 hybridomes producteurs d'Ac, de
type IgG, ont été retenus. Parmi eux, huit reconnaissaient Escherichia coli S17/1 et un,
Klebsiella aerogenes. Les deux hybridomes restants, BS/7 et B5/9, ont €€ retenus et les Acms
qu'ils produisaient étaient d'isotype IgG1. Seul B5/7 a été conservé pour le reste de 1'étude car
l'intensité de détection d'Alcaligenes eutrophus CH34 par les Acms qu'il produisait était 20%
supérieure a celle de BS5/9.

La protéine de ME reconnue par ces Acms a un poids moléculaire de 41 kDa, et qui
faisait partie des cinq protéines qui étaient surexprimées en conditions de carence en fer lors

de 1'étude électrophorétique de la ME. L'étude des réactions croisées des Acms produits par

136



I'hybridome B5/7 contre des souches dérivées ou taxonomiquement proches d'Alcaligenes
eutrophus CH34 et contre des bactéries suceptibles d'étre rencontrées dans l'environnement
ont montré que :
- cette protéine est spécifique d'Alcaligenes eutrophus CH34,
- cette protéine semble impliquée dans le mécanisme de transport du
fer et peut-Etre dans la résistance aux métaux lourds,
- l'expression de cet Ag nécessite la présence des deux
mégaplasmides intégres,
- la déterminante plasmidienne associée 2 la protéine de 41 kDa est

proche de la région du plasmide pMOL28 codant pour l'opéron cnr.

Une application de ces Acms a été la mise au point d'une méthode rapide de détection
d'Alcaligenes eutrophus CH34. Pour cela, les Ac ont été greffés sur des billes de latex. En
présence d'une suspension bactérienne de bactéries cultivées en présence et en absence de fer,
la bactérie est détectée visuellement au bout de deux minutes et de maniére spécifique. Le

seuil de détection visuel de cette technique est de 2.10° bactéries / ml.

Paralléelement & cette obtention d'Acms, nous avons voulu dévélopper une technique
plus rapide que celle habituellement utilisée. Pour atteindre ce but, les acteurs principaux de la
réponse immunitaire, les macrophages, les splénocytes et I'Ag, ont été réunis dans un puits
d'une plaque de culture P6. Pour pallier la mortalit¢ des lymphocytes B, un mitogéne
polyclonal, la Concanavaline A, a été ajouté au milieu de culture. Trois "immunisations" in
vitro, avec 200 ng d'Ag, ont été réalisées. A l'issue des différents essais, sept hybridomes,
producteurs d'IgG, ont été obtenus qui ne détectaient (hors du bruit de fond) que Alcaligenes

xylosoxydans (NT'). Si la faisabilité et la rapidité (2 mois) d'une telle technique a été vérifiée, il
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reste des parametres & optimiser pour obtenir des Acms dirigés contre 1'Ag ayant servi aux
immunisations.
Afin d'essayer de montrer l'implication des deux mégaplasmides dans 1'expression de

la protéine de 41 kDa, quelques expériences complémentaires peuvent étre proposées :

~ tester les Acms contre une bactérie dérivée d'Alcaligenes eutrophus CH34
qui ne produit pas de sidérophore (phénotype Sid") comme celle utilisée par Gilis et al.®. Cela
permettra de vérifier si la protéine de 41 kDa est bien impliquée dans le mécanisme de
transport du fer. Si cette hypothése est vraie, cette protéine ne devrait plus €tre détectée pour
cette bactérie Sid. Une étude de profils électrophorétiqﬁes de membranes externes cultivées
en présence de fer et sous pression métallique pourrait aussi amener des informations
complémentaires.

~ reconstruire le type sauvage d'Alcaligenes eutrophus CH34 a partir des
souches Alcaligenes eutrophus AE126 et Alcaligenes eutrophus AE128 qui possédent
chacune un des deux plasmides, pMOL28 et pMOL30 respectivement. Sur cette bactérie de
phénotype sauvage ainsi reconstruite nous pourrons réaliser les mémes études (électrophorése
SDS-PAGE, Western Blot, détection par les Acms retenus au terme de ce travail) que celles
effectuées avec la souche d'Alcaligenes eutrophus CH34 qui nous a servi a produire des
Acms.

~ réaliser une étude en électrophorése SDS-PAGE des ME des souches
Alcaligenes eutrophus CH34 AE104, Alcaligenes eutrophus CH34 AFE126, Alcaligenes
eutrophus CH34 AE128 et Alcaligenes eutrophus CH34 AE81 pour vérifier 'implication des
deux mégaplasmides dans l'expression de la protéine de 41 kDa.

~ Aprés avoir réalisé les expériences précédentes, une étude de la protéine de
41 kDa sera I'étape suivante. Pour cela, il serait intéressant d'étudier le comportement de cette

protéine face au sidérophore pour déterminer s'il s'agit bien d'un nouveau récepteur
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d'Alcaligin-E ou un récepteur pour un autre sidérophore produit par Alcaligenes eutrophus
CH34. Cela ne sera possible qu'aprés purification de ce deux protéines (par une méthode
HPLC par exemple). Une étude du comportement de la protéine de 41 kDa vis-a-vis de
métaux lourds soit libres, soit complexés au(x) sidérophore(s) pourrait apporter des
informations quant a l'interaction entre le transport du fer et la résistance aux métaux lourds.
Dans tous ces cas, une technique par chromatographie d'affinité pourrait étre mise en ceuvre.
L'une des protéines serait greffée sur un support de sépharose, par exemple, dans une colonne.
Une suspension contenant l'autre protéine passerait a travers le systtme. Un dosage des
protéines totales avant et aprés passage en chromatographie permettrait d'évaluer la quantité
fixée. Pour les métaux lourds, un dosage en absorption atomique ameénerait a la quantification
du métal fixé.

~ L'é¢tude de la structure de la protéine serait la dernieére étape afin de
caractériser complétement cette derniére, avec son séquencage, et la localisation génétique du
déterminant correspbndant a cette protéine. Cela permettra de vérifier l'implication des deux

mégaplasmides dans 1'expression de cette protéine.

Les Acms que nous avons produit contre Alcaligenes eutrophus CH34 pourront €tre
utilisés dans le cadre de la mise au point d'un test de bio-indication de pollution par les
métaux lourds. Le test d'agglutination indirecte artificielle nous permet de détecter rapidement
la bactérie sur le terrain, sa présence pourra signifier une pollution du site étudié. Cette
bactérie peut aussi servir dans des processus de dépollution d'effluents pollués par des métaux
lourds. kDans ce cadre, il est important de suivre 1'évolution en continue de la présence
d'Alcaligenes eutrophus CH34, car c'est la présence des deux mégaplasmides qui rend cette

bactérie intéressante pour un tel procédé.
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Résumé

Obtention et productlon d'anticorps monoclonlx pour la détection &
d'Alcaligenes eutrophus CH34

Alcaligenes eutrophus CH34, bactérie 2 Gram mégatif et ayeat wa métsbe
chimiolithotrophe facultatif, posséde deux ﬁlégaplfdhi pMOL28 « pMOL3
résistances aux métaux lourds (Cd, Zn, Co, Ni, Cu, T, chromstes, Hg et Pb. Des Demt
externes de cette bactérie, cultivée avec (0,0096 g/l) ou sens for, ont ¢ isolées par la m(
de Forsberg et al. (1970) légérement modlﬁee par Falla e ol (1990). Des mar
spécifiques, KDO (3-céto-2-déoxyoctonate) et SDH (smccinste déshydrogéassc), 1

" membrane externe et de la membrane cytoplasmique respectivement omt éé dos{
indiquent que la membrane externe a été séparée avec m bom remdement (> 90%) ¢
contamination par la membrane cytoplasmique. Une étade a.cum de
enveloppe bactérienne a révélé qu'en absence de fer, cing protéimes de 80, 63,5, 63, 4!
kDa étaient surexprimées. Les membranes externes de bectéries cultivées ca sbeence
ont permis d'immuniser des souris afin de produire des smticorps mosocionsex. Us &
200 hybridomes producteurs d'anticorps ont été testés 'u ELISA. La plupart d'eat
présentaient des réactions croisées avec Escherichia coli oa Klebsiella serogenes.
d' entre eux, les hybndomes B5/7 et B5/9, produisent des asticorps mosoclonsux q‘c
dAlcalzgenes eutrophus CH34. Une analyse en Western blot a indiqué que ces d
reconnaissaient une protéine spécifique d'un poids molécalaire d'emviron 41 kDa. Und
en immunofluorescence a montré que cette protéine était exposée sur la surface
membrane externe. L'ensemble de ces résultats suggére que cette protéine ost impliqu(
le mécanisme de transport du fer. La présence des doux mégaplessaides intdgres ot
pour l'expression de cette demniére. De plus, la déterminents plassidienns ans(
l'expression de la protéine de 41 kDa est proche de M rigiea ds pMOL 28 cods;
‘l'opéron cnr. Cela semble suggérer un premier lien entre lo mécaniomse do résistar
métaux lourds et le transport du fer chez Alcaligenes entraphus CI34.

1
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Mots-Clefs : Alcaligenes eutrophus CH34, anticorps sanedlenss, m‘m
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