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Méthodes d’étude des molécules Solubles

Technique Elisa

* Elisa: Enzyme-linked immunosorbent assay 9":’.7\09"090}

g antigen|
- Basée sur la propriété épitopique : Un antigene posséde plusieurs épitropes 2

« Utilisation d’anticorps monoclonaux qui reconnaissent le méme antigene, a de

différents épitopes.
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Anticorps anti-Ac2
Anticorps anti-molécule d’intérét ( domaines constant de la chaine lourde)

antibody
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Méthodes d’étude des molécules Solubles
Technique Elisa

Nécessite l'utilisation d’'une courbe d'étalonnage

Les différentes étapes pour la réalisation du test

Elisa
Plaque 96 puits
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Méthodes d’étude des molécules membranaires

Récupération des cellules immunitaires

> Séparation par gradient de densité : Ficoll

« Technique simple et efficace pour la récupération des cellules immunitaires.

« Utilisation d’'une série de centrifugations

dévted
blood
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Plasma

Ficoll

’
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Cellules mononuclées

' Hématies
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Re-suspension des cellules
mononuclées isolées grace a
la centrifugation



Meéthodes d’étude des molécules membranaires
Récupération des cellules immunitaires

> Immunophénotypage : Tri Cellulaire magnétique

Détermination du * panel” de molécules exprimées par la cellule.

Ciblage des molécules membranaires (CD)  par lutilisation d'anticorps
spécifigues associé a des billes magnétiques

Anticorps W (/
—_—
Bille magnétique =5

—_—

Mélange des anticorps-billes magnétiques
avec la suspension cellulaire (ex sang, Isolation des cellules d'intéréts portant
ponction de moelle osseuse) Uantigéne détecté par Uanticorps
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Meéthodes d’étude des molécules membranaires
Récupération des cellules immunitaires

> Immunophénotypage : Cytométrie en Flux

« Détermination du * panel” de molécules exprimées par la cellule.

« Ciblage des molécules membranaires (CD) par [lutilisation
d'anticorps spécifiques associé a des fluorochromes AnticorpsY Y Y Y
: Fluorochrome
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Meéthodes d’étude des molécules membranaires
Récupération des cellules immunitaires

> Immunophénotypage : Cytométrie en Flux

Nécessite l'utilisation d’'un équipement particulier : Le cymometre en Flux

« Le cymometre en Flux permet : lidentification et/ou lisolement d'une sous
population précise de cellules immunitaires.

Elle se base sur lutilisation d’'un flux et le principe de longueurs d’'ondes |

d’excitation et d’émission Systéme fluidique.
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Méthodes d’étude des molécules membranaires

Récupération des cellules immunitaires el Kb ek R
> Immunophénotypage : Cytométrie en Flux 0
CD4
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Méthodes d’étude des molécules membranaires

ey
Récupération des cellules immunitaires 1 [s
> Immunophénotypage : Cytométrie en Flux i
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Méthodes d’étude fonctionnelle
ELISpot

« Detection et comptage ( Quantitatif et Qualitatif des cellules individuelles qui sécretent une protéine
specifique : Anticorps, Cytokines, Chemokines
 Piéger une molécule sécrétée au moment de sa libération

@ Incubate antigen-secreting cells in @ Secreted analyte is captured Incubate with biotin-conjugated
antibody-coated well by the immobilized antibody antibody (biotin-Ab)
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Wash J
Incubate with alkaline phosphatase- (5) Add chromogenic substrate (&) colored spots correspond to
conjugated streptavidin (strep-AP) antigen-producing cells
Substrate product Q\& Q
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Méthodes d’étude fonctionnelle
ELISpot

1.Sensibilité : Détection d'une cellule sécrétante sur un million de cellules. ce eskfplussev'nS/bl.e qu;/a;
technique ELISA standard pour détecter des réponses rares.

2.Information Fonctionnelle: Identification des cellules qui sont activement fonctionnelles , et
pas seulement celles qui possedent le potentiel de le faire.

3.Quantification Directe: Le nombre de taches correspond directement au nombre de cellules
sécrétantes dans l'échantillon original. Le résultat est exprimé en Unités Formant des Taches

(UFT) par million de cellules.

Travaux Dirigés N°1 Exploration du Systeme Immunitaire



