IMRUROGENETIQUE 1988

TRAVAUX PRATIGUES

Caractérisation et-expression-des chaires Vembds chex Ta souris.

Les imauncglobulines murines utilisent deux fypes de
chafnes Tégéres kﬁgpa et lambda. Au tuntrairg des chaines kappa.
les chaines 1amb§é¢ présenégwt une diversité restreinte. Deux
segnents de géne ¥ (Val et V)2 peuvent s'associer & trois paires
de segments J-C, ce qui permet d'obtenir la synthése de trois types
de chaine Tambda (AL, 12 et 23}. Uné forte homologie de sdquence en
acides aminés existe entre ces différents segments (cf. planches
annexes). Un troisiéme segment de géne V (Yix} a &té récesment
décrit, permettant 1'obtention d'une quatriéme chaine lambda
(dénommée Ax}. Nous avons préparé des anticorps anti-isotypigues &
partir de Tapins immunis@s contre les différents isotypes lambda.
Nous vous proposons: (1} de rechercher les strucitures antigéniques
reconnues par ces anticerps, (2} de déterminer T'isotypie de la
chaine Tégére d'une immunogiobuline monoclonale issue d'un hybri-
dome obtenu chez la souris BALB/¢, (3)-de doser Te taux d'immuno-

globulines-—de-type -Tambda dans Yo sérum-des. souris des Tignées

consanguines—BALB/¢ et STL .-

D'autre part, nous avons isolé E;ﬁuN des cellules hybri-
domales. A 1'zide des sondes radfoaﬁtivegfykkfék ¥ax, vous metirez
en Svidence les Bvinements de réarrangements génomiques permettant
T'expression de la chaine 1égére lambds et ainsi confirmerez la

nature des segments de géne utilisés,
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TECHNIQUE DE SOUTHERN

Jour 1:

' Hydrolyse de 1' ADN et &lectrophorése. _

11 est nécessaire d' hydrolyser au meins 12 ug de 7'ADN total
d'un mammifére (génome haploide environ. 3.10% p.b) pour pouvoir
détecter une séquence unique.

- Hydrolyser 12 pg d'ADN avec deux unités de 1'enzyme de restriction
choisie par ug d'ADN en présence de tampon “"medium salt" dix fois
concentré (1/10 du volume final) pendant. 1 h.30 & 37°C. Ajouter
2U/ug supplémentaire et lTaisser continuer 1'hydrolyse pendant 2 h,

- Arréter la réaction en ajoutant du tampon contenant du bleu de

- juice, EDTA 0.2M pH 8 et 10% SDS (1/10 du volume final).

- Chauffer 10 minutes d 65°C.

- Faire migrer sur gel d'agarose de 0,8% dans 1xTAE + 1 ug/ml de
bromure d'éthidium pendant la nuit (25 volts).

- Ne pas oublier de faire migrer en méme temps Tes‘marqueurs de poids
moléculaire (ADN du phage X digéré par HindIII),

Jour 2:

- Photographier le gel en mettant un décimétre sur le cdté.
Dénaturation et transfert de 1'ADN.
a) Dépurination:

- transférer le gel dans un plat en Pyrex et 1'immerger dans une
solution d'HC1 (0.25N) pendant 7 minutes trés précisément.

- - laver le gel avec de 1'eau distilliée
b) Dénaturation: |

- immerger le gel dans une solution de 1M MaCT;“O.SM NaOH pendant 2

fois 30 minutes & température ambiante |
¢} Neutralisation: o

- neutraliser le gel dans une solution de neutra?wsation de 0.5M

Tris, pH 7,5, NaC1 3M, 2 fois 30 minutes & temperature ambiante
d} Transfert:

- instalier le gel pour le transfert comme 1nd1que dans 1a figure A
c'est & dire, poser sur un plat en Pyrex remp11 de 20x SSC {3M
NaCl, 0,3 citrate trisodique) une plaque de verrre ou de plexi-
glas. Placer sur cette plague une Feuille de bapier Whatman 3MM
dont Tes bords trempent dans le 20x S$SC.. Imbiber la feuille de
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20x SSC, &liminer les bulles d'air et y déposer le gel. Vérifier
qu'il n'y a pés de bulles entre le papier 3MM et le gel. Découper
une feuille de nitroceliulose aux mémes dimensions qde le gel.
N.B. 11 faut porter des gants et manipuler Ta nitrocellulose
"avec des pinces Millipore. Faire 1mb1ber 1a nitrocellulose dans
de 1'eau, puis dans le tampon de. neutralisation, ensuite la
déposer sur le gel. Mettre par-dessus deux feuilles de papier
IMM. Placer 10 c¢m de papier absorbant sur ﬁes,feui}jes 3MM. Poser
o par-dessus ung plaque de verre et un poids d’eﬁviron 500 gr.
" N.B.: Eliminer toutes les bulles d‘aiﬁ'entrg gel-npitrocellulose
3MM- 3 1'aide d'une pipette de 10 wmi. Le,f]nx-da_fampon 20x SSC
‘ainsi créé i travers le gel permet le transfert de 1'ADN sur le
fiTtre de nitrate dé cellulose. {La vitesse du transfert de 1'ADN
varie avec la taille des fragments. Pour:des fragments 1 kb, le
transfert d'un gel de 0,8% agarose est d*enviroﬁ‘z heures alors
que plus’de 15 ‘heures sont nécessaires pour le transfert de 15
- faire le transfert sur la nuit. '

Jour 3:

‘Retirer les papiers absorbants et le puprtr S3MM Marquer la position

des puits S S L L

Enlever le nitrate de cellulose, r1ncer 10 m]nutes dans .4x 550

La1sser secher sur du - pap1er MM & }'air pu1s inguber 2 heures &

BO°C o ’ B .

Ce filtre peut étfe'gafdé‘p1uSieUrssmeis,'sous>yjde, i température

~ ambiante B -

Wybridation. - e

- Une préhybridation est effectuée avec un. me?aﬂge de produits hydro-
phobes {solution de Denhardt) afin de -diminuer la fixation non

" spécifique de 1a sonde radivactive

- Mettre le filtré dans un sac plastique

1

- Ajouter 0,2 ml few? d une so1ut1on contenant., R
. 3x $SC ' S
10x So]ut1on de Benhardt Tampon préhybridation
. 0. 1% S0S -0 ' '

50 ug/m1 ADN de sperme de hareng dénaturé



- Eliminer autant d'air que possible du sac puis Ve scei

- Incuber pendant 4 heures & 65°C avec agitation

- Enlever le mélange de préhybridation et le rempiacer par la solution
suivante: '
. 10% de dextran sulfate

‘e

. 3x S5C

. 0.1% SDS |

. 5mM EDTA tampon

. 10x Solution de Denhardt g hybridation

. 50 yg/ml d'ADN de sperme de hareng dénaturé
+ sonde radioactive 10,106 cpm dénaturd
- La sonde est dénaturée avec 1'ADN de sberﬁg de hareng pendant 5
ainutes & 100°C avant d'étre ajoutfe au mélange d'hybridation
- Fermer le sac et 1'incuber environ 16 heures 3 65°C




Jour 4:

Lavage et exposition des ¥iltres: S
- Laver le filtre une fois avec une soiution_de.Ex $sC, 0,5% SDS EDTA

nitro
cellulose

’plaque

de verre __

5 mM pendant 10 minutes 3 température ambiante, ﬁuis 10 minutes

avec 1x SSC, 0,1% SDS, 5 mM EDTA &

65°C. Le dernier lavage se fait

d,65°C avec une solution de C,1x SSC, 0,5% SDS pendant 30 minutes.
- Sécher le filtre sur du papier 3MM
- Deposer dans une cassette avec un ¥1im Kodak et un écran intensifi-

cateur

- Mettre la cassette & -70°C. Reveier 1e fiim au hout de 1 3 3 jours
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Figure A: Représentation schématique de 1a technigue de transfert de



Purification partielle d'une imsunoglobuline

monocionale par précipitation

Centrifuger 1%ascite dans un tube epp&ndnr?

Prétever 1 ml d'ascite dans un tube conigue de 7 ml et ajouter
Tentement 1.5 ml de Na,S0g 30%

Agitation'dcuce pendant 1 heure & températuve du Jaberatoire
Centrifugation 30 minutes & 2000 t/mn

Redissoudre le culot dans 1 ml de Nall 9% fvo

Dialyser contre ﬁaC] §%/fes, chanﬁer Ta dialyse plusieurs fois
dans la jburﬂée |

Dialyser 1a nuit contre KHyPO/KoHPO, SmM pH 6

Le lendemain, bien r&cupérer le précipité sur lYes pareis du boyau
et centrifuger déns un tube eppendaq@ pendant 15 wminutes
Reprendre. 1e précipité dans 500 pl de PBS

Prendre 12 densité optique & partiv ¢'un aliguot dilué au 208me
dans duAPBS_ |

aétermiﬁer Ta cuﬁcentratian sachant qu'une concentration d°immu-

noglobulines de 1 mg/ml donne une densité optique de 1,5 & 280 nm



Tampor {

Tampon 2

DOSAGE RADIQIMMUNOLGGIQUE {(RIAD

H2K9OQKﬁK2984 SO mM pH 8

SAB 0.,5% dans PBS

-~ utiliser Yes plaques souples en polyvinyl

~ Y00 ul/puit de la sa?utlan d'anticorps ou d'antigénes 3
insolubitiser (Tampon 1 ?) Taisser 1 heure d température
du laborataire

- vider et laver 3 fois Teg.p}aquas avec le Tampon 1

-~ ajouter 200 pi/puit de $k8 0,5% PBES, 30 minutes i tempé-
rature du Jzboratoire afxn de saturer les sites restés.

tibres

-~ vider Tes ‘plagues -

- 58 ut de SAB 0,5% PES ou 50 g? d"inrhibiteur dans Solution 2
+ 80 pl de produit radto marque { 15,000 cpm)

~ laisser une nuit & 4°C éh ataosphere hunide

- laver 4 fois avee la Solution 1

~ lzisger sécher, puis découper la plague

- mettre chaque cupule dans Un tube 2 hémolyse puis boucher

- compler et espirer, e
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