La r Zaction antige ne - anticor ps et ses applicati ons

1. GnZalitss

1.1. Lesantigenes

- antigene = toute substance capable de se lier spZC|f|quement un anticorpsou TCR.

- immunogene = substance qui provoque une rZponse immunitaire spZcifique quand elle est introduite dans
un organisme

- touslesimmunoge nes sont des antige nes mais pas |'inverse (ex : hapte nes)

- pour rendre un haptene immunogene, il faut le fixer sur une protZine porteuse.

- Zpitope = structure reconnue, qui se lie au paratope de |'anticorps. Une protZine peut contenir plusieurs
dizaines d'Zpitopes identiques, ou le plus souvent diff Zrents. Les Zpitopes peuvent «tre sZquentiels (ils
posssdent des AA ~ qui se suivent la structure primaire), ou conformationnel (les AA ne se suivent pas dans
la structure primaire mais sont proches dans |'espace).

1.2. Lesanticorps
e isotypes= dAinissent les classes et sous classes :

- 1lgG (L, L HI V)
- lgA (L

- IgM,lgD,IgE

- lgkappa, g lamda

» structure: diffZents domaines d'environ 110 AA. Les 2 cha’nes L et H sont identiques 2~ 2.
» domaines constants : propriAZs effectrices de I'anticorps :

- fixation du complZment (1gG et Ig M)

- cytophilie : un rZcepteur pour le fragment percZles 1gG sur les cellules

- passage transplacentaire (IgG : immunisation passive du nouveau-n2)

* paratope = structure qui selie” I'Zpitope de I'antige ne
e shum polyclonal (= sZrum et humain =immum serum = anticorps polyclonal) :

- Cest un sZrum qui contient un mZange d' anticorps provenant de LB diff Zrents.

- obtention: eninjecte un antigene avec 3 Zpitopes” un lapin ; il produit 3 LB diff Zrents reconnaissant les 3
Zpitopes ; diff Zrenciation en 3 plasmocytes diff Zrents et donc sZcrZtion de 3 anticorps. Ces anticorps
reconnaissent le meme antige ne mais avec des spZcificitZs, des affinitZs diff Zrentes selon les Zpitopes ; ils
peuvent aussi avoir des isotypes diff Zrents.

» anticorps monoclonal : c'est un anticorps provenant d'un seule clone de LB stimulZ

- obtention : technique in-vitro d'hybridation lymphocytaire : immunisation d'une souris avec un antigene
donc production de LB qui se diff Zencient en plasmocytes. On rZcupere larate de cette souris. On
immortalise les cellules par fusion avec des cellules myZomateuses (cellule tumorale provenant de la
moelle osseuse) = hybridomes. On sZpare ces cellules.

L'anticorps monoclonal produit est homogene : il est de me me isotype, meme allotype, me me idiotype (spZificit?).

2. ayect thZorique delarZaction antigene - anticor ps
2.1. CaractZristiquesdela liaison antigene- anticorps
- association de 2 mol Zcules entre le paratope et |'Zpitope. Cette association nZcessite une bonne
compl ZmentaritZ stZrique entre les 2 sites rZactifs.
- Cest unerZaction exothermique, spZcifique et rAversible.
- laloi d'action de masse dZermine la constance d'Zquilibre K = affinitZintrinse que.

2.2. Naturedesliaisons
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2.3.

entre groupements polaires ou hydrophobes
faibles

il y adonc desforces d'attraction et de rZpulsion entre le paratope et 1"Zpitope. L'Zhergie de liaison est AevZe
entre le paratope et |"Zpitope car toutes ces liaisons sont de faible Znergie mais sont tres nombreuses.
I'Znergie dZpend de la compl ZmentaritZ entre les 2 sites.

quand on mesure I'affinitZ d'un anticorps pour son antige ne, on mesure lasomme des forces attractives et
rZpulsives.

Mesure de I'affinitZintrinssque d'un anticor ps

technique de dialyse ” I'Zquilibre :

ladiffZrence de niveau ~ I'Zquilibre correspond ~ la quantitZ d'haptene liZe ~ 1'anticorps

" partir des donnZes expZrimentales on fait lareprZsentation de Scatchard qui donne I'affinitZ de I'anticorps ainsi
gue sa valence (nombre de paratopes par mol Zcule)

lorsque la moitiZ des sites d'anticorps sont liZs ™ I'haptene : K = affinitZ= 1/[Ag].
+lavaeur deK est grande, plus I'anticorps est afin et plus il dAecte de faibles concentrations d'haptene.

. AviditZ

K = mesure thZorique de |'affinitZintrins» que d'un paratope pour |'Zpitope.

danslarZalitZ'anticorps est au moins bivalent et les antige nes sont multivalents

I'interaction de I'anticorps avec I'antige ne au niveau d'un seul site augmente la probabilitZ de rencontre au
niveau du 2eme site

I'intensitZ des interactions = aviditZ = affinitZ fonctionnelle.

la somme thZorique entre les affinitZs intrinss ques de chaque site est tresinfZrieure ™ I'affinitZrZelle.

la multivalence augmente d'un facteur 10 puissance 3 pour 1 1gG et de 10 puissance 7 pour Ig M I'Zhergie
de liaison pour un meme Zpitope. Pour une affinitZintrinse que Zgale( 10 puissance 4) I'lg M est + avide que
I'lgG.

I'aviditZ conditionne larapiditZ de formation d'un complexe antigene - anticorps. Elle dZpend de I'affinitZ
intrins que, de lavalence de |'anticorps et de I'antige ne, de conditions physicochimiques : tempZrature, pH,
forceionique.

au cours d'immunisations rpAZes, I'affinitZ et I'aviditZ des anticorps augmentecar il y a une sAection des
anticorps ayant des paratopes de plus en plus compl Zmentaires des Zpitopes.



25.
Cf. poly

2.6.

SpZcificitZ et r Zactions croisZes

les rZactions croisZes sobservent si 2 antige nes diff Zrents ont des Zpitopes communs, ou si I'un des anticorps
du sZzrum immun selie”™ un Zpitope ayant une structure chimique proche de I'Zpitope original

Applications des r Zactions antige ne - anticor ps
2.6.1. Diagnostic des maladies infectieuses (bactZries, virus, parasites, champignons)
diagnostic indirect = recherche d'anticorps spZcifiques dans un sZrum
diagnostic direct = recherche de I'agent infectieux dans diff Zrents liquides biologiques ou sur des biopsies.

2.6.2. Diagnostic de pathologies affectant le systeme immunitaire

= dZficit immunitaire, maladie auto-immunes (ex : polyarthrite rhumatoede), hypersensibilitZ (= allergie), syndromes
prolif Zratifs (ex : lymphomes)

2.6.3. Dosage quantitatif de molZcules

Hormones, vitamines, protZines inflammatoires, mZdicaments etc. que

3. LesrZactionsde prZipitation

3.1

3.2.
Cf. poly

GnZalitZs
c'est une rZaction qui appara’t dans un milieu liquide ou gZifiZ entre un antigene soluble et 1 anticorps
prZC|p|tant (lg M, 1gG).
le prZcipitZ est dZ ~ laformation d'un rZseau macromol Zculaire tridimensionnel
I'anticorps doit «tre au moins bivalent (2 paratopes) : Fab ne donne pas de prZcipitZ ; seuls les sZrums
polyclonaux donnent des rZactions de prZcipitation.
I'antige ne doit «tre au moins bivalent (2 Zpitopes) : un haptene ne donne pas de rZactions (un seul Zpitope) ;
mais si I'haptene est couplZ” une protZine porteuse, »a marche.

Pr Zcipitation en milieu liquide : mZhode de Heidelberger et Kendall (1929)

C'est lapremiere technique ayant permis de quantifier une rZponse en anticorps
E partir de ces donnZes expZrimentales, on adZerminZ une courbe de prZcipitation. 11 en existe 2 types::
. courbe detypelapin : 3 zones:
I zone I : excesdanticorps. Les complexes immuns sont de petite taille. |1 existe des
anticorps libre dans | e surnageant.
I zone 2 : zoned'Zguivaence. Tous les anticorps spZcifiques sont complexZs ™ I'antigene. 1
n'existe pas d'anticorps libres ou d'antige nes libres dans le surnageant.
I Zone 3 : zone d'exces d'antige ne. Lataille des complexes immuns diminue et le prZcipitZ
seredissout. |1 existe des antige nes libres dans le surnageant.

» courbedetype cheval : 3 zones + une prZzone = prozone.

Laprozone : dans |es premiers tubes pas de prZcipitZ, car les anticorps ne sont pas prZcipitants. Cette prozone st due
"~ des anticorps tres affins qui ne prZcipitent pas. Il se forme des complexes immuns solubles.

NB : la prozone est observable pour toutes les rZactions antige ne-anticorps. 11 faut donc faire attention pour Zviter les
faux nZgatifs.



3.3.

immunonZphAZmZArie et immunoturbidimzrie
c'est une technique quantitative de dosage d'un Ag ou d'un Ac
un des rZactifs est > concentration constante : antige ne constant pour un dosage d'anticorps et inversement.
on obtient la concentration de lamolZcule ~ doser ~ partir d'une gamme d'Zalonnage
technique utilisable pour des mol Zcules ™ des concentrations du mg/l.

Si la concentration d'anticorps correspond ~ celle d'antige ne : apparition d'un trouble :

3.4.

turbidimZrie : mesure du rayonnement absorbZ
nZphdZmzrie : mesure du rayonnement diffusZ (plus sensible).

I mmuno-Zectrophorese.
technique qualitative en 2 temps.
exemple : immuno-Zectrophore se de protZines sZiques
e ler temps : sZparation des protZines sous |'action du champ Zectrique. Les protZines sont sZparZes
selon leur charge et et leur PM
e 2¢me temps : rZvZation des protZines sZparZes par immuno-diffusion avec un sZrum animal
immunisZ polyspZcifique ou monospZcifique.

Cf. schZma poly.

NB : application pour larecherche d'un dZficit en anticorps.

4. LesrZactionsd'agglutination

4.1.

AspectsthZoriques

interaction entre un anticorps agglutinant spZcifique (IgM, 1gG) et un antige ne particulaire.

on obtient des agglutinats visibles ™ I'oeil nu.

ex : hZmaties en milieu isotonique et neutre.

Laparticule = globule rouge, chargZ moins. Le potentiel zAa = ladiff Zrence de potentiel entre la particule

et lemilieu. Ce potentiel = - 16 mV. Il permet aux hZmaties de rester en suspension. Sil est modifiZ(< 7 mV) les
hzmaties sagglutinent. Les anticorps spZcifiques de |'antige ne particulaire modifient I"Ztat Aectrique de cette
particule, le potentiel zZta augmente : agglutination.

4.2.
Cf. poly

['antige ne et particulaire et multivalence

['anticorps est au moins bivalent (les IgM sont plus agglutinant que les IgG)

agglutination active : I'antige ne pour lequel on recherche les anticorps est dZ~ particulaire

agglutination passive : I'antige ne est solubles. on le fixe artificiellement sur une particule.

agolutination directe si I'anticorps est directement agglutinant (IgM )

agglutination indirecte si I'anticorps n'est pas agglutinant (certaines 1gG ) . On utilise alors un 2¢ me rZactif =
anticorps anti globulines qui provogue I'agglutination.

Exemple d'une agglutination directe et active: lesgroupes sanguins

f preuve de Beth-Vincent 5
Recherche des Ag portZs par les hZmaties.

4.3.

Exemple d'une agglutination indirecte

Recherche d'Ac non agglutinants (Ac anti Rh) = test de Coombsindirect.

Cf. poly

* RZaction en2temps:

RZactif = GR Rh+, en prZsence de sZrum (si Ac anti Rh : fixation)
gjout d'une antiglobuline (anti 1gG humaine) : si sZrum + : agglutination.



4.4. Exempled'uneagglutination passive

Recherche d'Ac agglutinants anti-toxoplasme dans un sZrum de malade

e 2temps:
- Ag soluble (toxoplasme) : fixation sur billes de latex ( = "sensibilisation des billes de latex")
- Agparticulaire + sZrum anti Toxoplasme : agglutinantion

NB : les rZactions d'agglutination sont plus sensibles que les rZactions de prZcipitation.

5. RZadionsutilisant desrZactifs radiomarquzs
- celapermet daugmenter la sensibilitZ du dosage (ng/l)
- lesmolZcules sont marquZes par le tritium ou par 125I

5.1. Dosage deradio immunologique en phase solide = en phase hAZrogene.
- dosage d'un antigene soluble par une technique de compZtition
- larZactions antige ne-anticorps Zant rAversible, un antige ne marquZ combinZ~ son anticorps spZcifique peut
«tre dZplacZ de I'anticorps par un exces d'antige ne libre non marquZ
Cf. poly

5.2. DosageradioimmunomZrique
- l'antigene soluble doit possZder 2 Zpitopes suffisamment ZoignZs sur la mol Zcule
- ex: dosage de I'normone de croissance dans sZrum
Cf. poly
- plusieurstemps

6. RZactions utilisant desrZactifs marquZes par une enzyme
e ELISA
 EIA
- onfixesur I'anticorps 1 enzyme = anticorps marquZ ou conjuguZ (I'enzyme est fixZe au niveau du Fc) :
pZroxydase, phosphatase alcaline.
- l'anticorps marquZ est dZectZ par addition du substrat de I'enzyme. On obtient un produit colorZ et on
mesure la coloration.
- applications tres nombreuses : dosage qualitatif ou quantitatif d'un antige ne ou d'un anticorps spZcifique en
solution.

6.1. ELISA indirect 5
Recherche ou dosage d'un anticorps spZcifique
Cf. poly + TP

6.2. ELISA sandwich
Recherche ou dosage de |'antige ne en solution
Cf. poly
Ex : dosage de I'EPO



Cf. poly

6.3.

6.4.

6.5.

Technique immunohistochimique ou immunocytochimique
recherche d'un particulaire
coupes de tissus ou de cellules fixZes sur une lame

ex : mise en Avidence d'antige nes viraux au niveau de coupes tissulaires

Lesystemedebiotine - avidine
systeme qui permet d'amplifier le signal enzymatique : augmentation du seuil de dection d'un antige ne ou
d'un anticorps
biotine : vitamine H = petite molZcule
avidine : glycoprotZine extraite du blanc d'oeuf
labiotine a une affinitZ AevZe pour l'avidine.
-. l'avidine poss*de 4 sites de fixation pour la biotine (interaction non coval ente)
on utilise des anticorps spZcifiques marquZs ™ labiotine (Ac biotinylZs). L es anticorps sont des Ac anti
isotypes
on fixe sur I'avidine plusieurs enzymes ou plusieurs fluorochromes.

Techniqued'immunotransfert = immunoempreinte.

= Western Blot

Ex:

cet Zveil unique permettait lamise en Zvidence dans un sZrum, de plusieurs anticorps spZcifiques et
diff Zrents vZhicules vis-"-vis des diff Zrentes protZines d'un meme antige ne.

technique qualitative

plusieurs Zapes : Cf. poly

recherche d'Ac anti VIH dans un sZrum. Test de confirmation d'une infection au VIH.

RZactions utilisant desrZactifs marquZs par desfluorochromes

7.1.

L es fluorochromes.
mol Zcules qui absorbent de I'Znergie ~ une longueur d'onde lamda 1 et qui larZZmettent ~ lamda 2 > lamda
1.
exemples :
isothiocyanate de fluorescZine (FITC) : fluo verte
rhodamine : fluo orangZe
phycoZrythrine (PE) : fluo rouge
les mol Zcules utilisZes pour marquer des anticorps sont fixZes par des liaisons covalentes

. Immunofluorescence directe

mise en Zvidence d'un antige ne portZpar une particule
coupe de tissu, frottis ou cellules en suspension

on utilise un Ac spZcifique fluorescent

Cf. schZma poly

. Immunofluorescence indirecte

mise en Zvidence soit d'un antigene portZ par une particule, soit d'un anticorps spZcifique dans un sZrum
dans cette technique le premier Ac spZcifique de I'Ag n'est pas fluorescent. On utilise un 2eme Ac anti-
isotype marquZ par e fluorochrome.

Cf. schZma poly



7.4.

Double immunofluorescence
mise en Zvidence de 2 Ag diff Zrents portZs par une meme cellule ou de cellules diff Zrentes
utilisation de 2 Ac spZcifiques de chaque Ag et marquZs par des fluorochromes diff Zrents
ex : dZnombrement des L T de LB au niveau du sang pZriphZrique
Cf. poly.

. Analysedela fluorescence

utilise un microscope optique ZquipZ d'un syste me UV
cytometre de flux 5
FACS = Fluorescence Activated Cell Sorter (pour trier des cellules et les sZparer)
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8. RZactions utilisant le complZment (C ')

8.1.

C'=30" 40 protZines sZriques

activation du C' par 2 voies principales :
» voieclassique: spZcifique. NZcessite laformation d'un complexe immun antige ne-anticorps.
» voit alterne: non spZifique. ActivZe par la paroi des micro-organismes.

protZines du C ' thermolabiles : inactivZes par chauffage ™ 56; pendant 30 minutes

C ' non spZcifique d'espe ce

dans les rZactions antige ne-anticorps utilisant le complZment, en utilise lavoie classique d'activation.
Ac utilisZs fixent le complZment = IgM et IgG.

dans ces rZactions, le compl Zment est utilisZ comme rZactif que.

RZaction de cytolyse mZdiZe par le complZment

Ex : typage HLA (molZcules de classe | ou I1)

Cf. poly

8.2.

RZdaction defixation du C*

Ex : recherche d'anticorps antigrippaux (IgM, 19G)

Cf. poly.



