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AVANT-PROPOS

Ce polycopié de cours s’adresse aux étudiants de deuxiéme année Licence en Science

alimentaire, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie.

Le but de ce document pédagogique est de permettre aux étudiants d’acquérir des connaissances
de base solides en immunologie, tout en développant une compréhension approfondie des
techniques immunologique. Le cheminement chronologique de l'enseignement permet aux
¢tudiants de développer une réflexion logique débutant des principes généraux de I’immunité,
avant d’aborder les différentes techniques utilisées pour 1’identification et 1’analyse des

réactions immunologiques.
Ce polycopi¢ s'articule sur trois (03) chapitres :

» Les bases des interactions antigéne-anticorps, en détaillant les propriétés des
antigenes, la diversit¢ des immunoglobulines et les mécanismes de reconnaissance
immunitaire.

» Les techniques d’immunologie, incluant les méthodes de précipitation,
d’immunodiffusion, d’immuno-¢lectrophoreése, d’agglutination, I’ELISA,
I’immunofluorescence et les dosages radio-immunologiques essentielles en diagnostic
médical.

» L’application de ces connaissances dans le diagnostic : les hypersensibilités, les

maladies auto-immunes.
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Chapitre I Généralités et définitions

I.1. Généralités et définitions

I.1. 1. Définitions :

>

L'immunologie : c’est la branche de la biologie qui étudie le systéme immunitaire, un
réseau complexe d'organes, de tissus, de cellules et de molécules qui interagissent pour
protéger 1'organisme contre les agents pathogénes, tels que les bactéries, les virus, les
parasites et les cellules cancéreuses. Elle examine également les réponses immunitaires
normales et anormales, y compris les maladies auto-immunes, les allergies et les
réactions de rejet aprés une transplantation. L'immunologie est cruciale pour
comprendre comment le corps se défend contre les infections et comment les maladies
auto-immunes et les allergies se développent, ce qui est essentiel pour le développement
de traitements médicaux et de vaccins.

Une infection : c’est une condition provoquée par la présence et la multiplication d'un
agent pathogene, tel qu'une bactérie, un virus, un parasite ou un champignon, dans
'organisme d'un héte. Ces agents pathogénes peuvent envahir le corps et causer des
dommages en perturbant le fonctionnement normal des cellules, des tissus et des
organes. Les infections peuvent se manifester de différentes maniéres, allant des
symptomes légers, tels que de la fievre ou des maux de téte, a des symptomes plus
graves, voire mortels, selon la gravité de I'agent pathogene et la réponse immunitaire de
I'héte.

L'immunité : Désigne la capacité d'un organisme a résister ou a se défendre contre des
agents pathogénes tels que les virus, les bactéries ou d'autres agents infectieux. Elle peut
étre naturelle ou acquise.

Le systétme immunitaire : est un réseau complexe d'organes, de cellules et de
molécules qui travaillent ensemble pour protéger le corps contre les agents pathogenes,
tels que les bactéries, les virus, les parasites et les cellules cancéreuses. Son role
principal est de détecter et de neutraliser les substances étrangéres qui pourraient causer
des maladies ou des infections. Il est également impliqué dans la reconnaissance et la
destruction des cellules anormales du corps, comme les cellules cancéreuses, et dans la

régulation des réactions inflammatoires.

La réponse immunitaire est un mécanisme complexe par lequel le corps se défend
contre les infections et les agents pathogeénes, comme les virus, les bactéries et les

parasites. Elle implique une multitude de cellules, de molécules et de mécanismes pour
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Chapitre I Généralités et définitions

détecter et ¢liminer les menaces. La réponse immunitaire peut étre divisée en deux

grandes catégories : innée et adaptative.
Notre organisme est capable :
U De reconnaitre et tolérer ce qui lui appartient « soi »
O De reconnaitre et rejeter ce qui lui est étranger « non-soi »
I.1.2. Les composants du syst¢éme immunitaire

Le systéme immunitaire est complexe et comprend de nombreux composants. Voici une vue

d'ensemble des principaux composants du systéme immunitaire :
A) Les organes et tissus lymphoides

Le systéme immunitaire se compose de différents organes et tissus répartis dans 1’organisme et
qui constituent le lieu de production, de maturation et de résidence des cellules immunitaires,
nommeés « les organes lymphoides ». Ces organes peuvent étre classés fonctionnellement en

deux groupes principaux (Figurel) :
U Les organes lymphoides primaires : représentés par la moelle osseuse et le thymus.

0 Les organes lymphoides secondaires : représentés par les ganglions lymphatiques, la

rate, les amygdales et les tissus lymphoides associés aux muqueuses.
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lymphe
1
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{ J Lymphocyte B : produit des anticorps (immunité humorale).

O Lymphocyte T : assure I'immunité a médiation cellulaire.
Figure 1 : Les organes lymphoides
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Chapitre I Généralités et définitions

B) Les cellules immunitaires

Les cellules immunitaires sont les éléments clés du systéme immunitaire, responsables de
la reconnaissance et de I'élimination des agents pathogenes ainsi que des cellules anormales.

Voici une liste des principales cellules immunitaires et de leurs fonctions (figure 2) :

SN Plasmocyte
. Lymphocyte B =< (sécrétion
’ naif e > =X d’anticorps)
Ty

Progéniteur
lymphoude
commun

‘ \,, Lymphocyte T
CD4+

\ / Lymphocyte T
Cellule souche CD8+

Lymphocyte B
mémoire

Lymphocyte
T mémoire

Cellule
dendritique
hématopoiétique

(CsSH)
Progenlteur , Cellule NK
myéloide N
commun

Macrophage

—» Différenciation == 0——-—-—-— —>> Maturation / Fonction |

Figure 2 : Les cellules immunitaires

» Lymphocytes T (LT) : Ces cellules sont produites dans la moelle osseuse et mdrissent
dans le thymus. Il existe plusieurs sous-types de lymphocytes T, chacun ayant des

fonctions spécifiques :

o Lymphocytes T cytotoxiques (CD8+) : Ils détruisent les cellules infectées par
des agents pathogenes ou cancéreuses.
o Lymphocytes T auxiliaires (CD4+) : lls coordonnent la réponse immunitaire

en activant d'autres cellules immunitaires et en régulant I'immunité.

» Lymphocytes B (LB) : Produits dans la moelle osseuse, les lymphocytes B sont
responsables de la production d'anticorps. Ils sont actives lorsqu'ils reconnaissent un
antigene spécifique et se différencient en plasmocytes qui sécretent des anticorps.

» Cellules phagocytaires : Ces cellules englobent et détruisent les agents pathogenes et

les cellules mortes. Les principaux types de cellules phagocytaires comprennent :

o Macrophages : Ils sont présents dans tout le corps et jouent un réle crucial dans
la phagocytose des agents pathogénes et dans la présentation de I'antigene aux
lymphocytes T.

Dr BOUDJOU-MECHOUCHE.S



Chapitre I Généralités et définitions

o Neutrophiles : lls sont les premiers a migrer vers le site d'une infection et sont
efficaces dans la phagocytose des bactéries.
o Cellules dendritiques : Elles sont spécialisées dans la capture des antigenes et

la présentation de ceux-ci aux lymphocytes T.

» Cellules tueuses naturelles (Natural Killer, NK) : Ces cellules participent a la
destruction des cellules infectées par des agents pathogenes ou cancéreuses, sans
nécessiter une activation spécifiqgue comme les lymphocytes T cytotoxiques.

» Granulocytes : Ce sont des cellules impliquées dans la réponse inflammatoire. Les
principaux types de granulocytes sont les basophiles, les éosinophiles et les mastocytes.

» Cellules régulatrices (T régulatrices) : Elles jouent un réle dans la suppression de

l'activité immunitaire excessive afin de prévenir les réactions auto-immunes.

On classe habituellement les cellules immunitaires en cellules de I’immunité innée et cellules
de 'immunité adaptative. La différence entre ces deux classes de cellules réside dans la

spécificité de leur reconnaissance des antigenes (figure 3).
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des microbes et limitant leur installation. et initie la réponse adaptative. et assure une protection a long terme.

Figure 3 : Organisation générale du systéme immunitaire
I.1.3. Les réponses immunitaires

I.1.3.1 : La réponse immunitaire innée : C’est la premicre ligne de défense du corps contre

les agents pathogenes et les menaces pour la santé. Elle est présente dés la naissance et offre
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Chapitre I Généralités et définitions

une protection immédiate, bien que non spécifique, contre une variété d'agents pathogénes.

Voici les principaux aspects de la réponse immunitaire innée :

a) Barriéres physiques et chimiques : La peau et les muqueuses, comme celles du systeme
respiratoire, gastro-intestinal et urogénital, constituent la premiere ligne de défense contre les
infections. Ces barrieres empéchent les agents pathogénes d'entrer dans le corps et contiennent
¢galement des substances chimiques (comme les enzymes digestives, les acides gastriques, etc.)

qui peuvent tuer ou inhiber la croissance des agents pathogenes.

b) Cellules phagocytaires : Les cellules phagocytaires, telles que les macrophages, les
neutrophiles et les cellules dendritiques, sont responsables de I'ingestion et de la destruction des
agents pathogénes. Elles détectent les signes de danger associés aux agents pathogenes, comme
les motifs moléculaires associés aux pathogeénes (PAMP), et les engloutissent ensuite pour les

détruire (figure 4).

La bactérie s’attache a des
invaginations membranaires
appelées pseudopodes.

La bactérie est internalisée
formant un phagosome.

Le phagosome fusionne avec le

lysosome. \ 7:77\ S O
) & <

Les enzymes lysosomales

e ~ /
dégradent le matériel capturé. od ® r;\o‘ (& (
emB®D o

°
Les produits de dégradation sont P : v
- R

relachés a I’'extérieur de la cellule. e o A= e o
< o

9090
)
(Qi)&%g
@

Figure 4 : les principales étapes de la phagocytose d’une bactérie

¢) Réponse inflammatoire : Lorsqu'une infection est détectée, les cellules immunitaires
libérent des médiateurs inflammatoires, tels que les cytokines et les chimiokines, qui
augmentent la perméabilité des vaisseaux sanguins et recrutent davantage de cellules
immunitaires vers le site de l'infection. Cela entraine des symptdmes inflammatoires tels que

rougeur, chaleur, gonflement et douleur (figure 5).
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Chapitre I Généralités et définitions
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Figure S : Inflammation et recrutement de cellules immunitaires sur le site de I’infection.

1.1.3.2 : La réponse immunitaire adaptative : La réponse immunitaire adaptative, également
connue sous le nom dimmunité acquise, est un systéme de défense complexe et spécifique que
le corps déploie en réponse a des agents pathogenes spécifiques, tels que des virus, des bactéries
ou des parasites. Contrairement a I'immunité innée, qui offre une réponse immédiate mais non
spécifique, I'immunité adaptative se développe au fil du temps et est caractérisée par sa

spécificité et sa mémoire.

Cette réponse adaptative est principalement médiée par deux types de lymphocytes : les
lymphocytes B et les lymphocytes T. Les lymphocytes B sont responsables de la production
d'anticorps, des protéines spécifiques capables de reconnaitre et de neutraliser les agents
pathogenes. Les lymphocytes T, quant a eux, jouent un rdle central dans la coordination de la
réponse immunitaire, en identifiant et en détruisant les cellules infectées par des agents

pathogénes.

Les mécanismes de la réponse immunitaire adaptative comprennent plusieurs étapes clés qui
permettent au systéme immunitaire de reconnaitre et de cibler spécifiquement les agents

pathogenes. Voici les principaux mécanismes de la réponse immunitaire adaptative (figure 6):

1. Reconnaissance des antigenes : Les lymphocytes T et B sont capables de reconnaitre

specifiqguement les antigenes des agents pathogenes grace a leurs récepteurs spécifiques.

Dr BOUDJOU-MECHOUCHE.S
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Chapitre I Généralités et définitions

Les lymphocytes T reconnaissent les antigénes présentés par les cellules présentatrices
d'antigénes, tandis que les lymphocytes B produisent des anticorps qui se lient aux
antigenes.

2. Activation des lymphocytes : Lorsqu'un lymphocyte T ou B reconnait un antigéne
spécifique, il subit une activation qui déclenche sa multiplication et sa différenciation
en cellules effectrices capables de combattre I'agent pathogéne.

3. Réponse cellulaire et humorale : La réponse immunitaire adaptative comprend a la
fois une composante cellulaire, impliquant les lymphocytes T cytotoxiques et les
lymphocytes T auxiliaires, et une composante humorale, impliquant les anticorps
produits par les lymphocytes B.

4. Mémoire immunitaire : Un aspect crucial de la réponse immunitaire adaptative est la
formation d'une mémoire immunitaire. Aprés une premiére exposition a un agent
pathogeéne, le systéme immunitaire se souvient de lI'antigene et peut monter une réponse
plus rapide et plus efficace lors d'une exposition ultérieure.

5. Régulation de la réponse immunitaire : La réponse immunitaire adaptative est
finement régulée pour éviter les réponses excessives ou inappropriées. Les lymphocytes
régulateurs, tels que les lymphocytes T régulateurs (LTreg), jouent un role essentiel

dans la modulation de la réponse immunitaire.

En résumé : La réponse immunitaire adaptative se caractérise par une reconnaissance
hautement spécifique des antigénes grace aux lymphocytes B et T. Cette reconnaissance
entraine leur activation, leur prolifération et leur différenciation en cellules effectrices capables
de neutraliser 1’agent pathogene par des réponses cellulaires et humorales. Elle permet
également la mise en place d’une mémoire immunitaire, assurant une réponse plus rapide et
plus efficace lors d’une exposition ultérieure au méme antigene. Enfin, des mécanismes de
régulation preécis contrdlent I’intensité et la durée de la réponse afin de protéger 1’organisme

tout en évitant des réactions excessives ou auto-immunes.
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Figure 6 : Les étapes de la réponse immunitaire adaptative

Cette figure illustre le déroulement global de la réponse immunitaire spécifique, depuis la
reconnaissance de 1’antigéne par les lymphocytes naifs jusqu’a la mise en place des cellules
effectrices et mémoires. Elle met en évidence le role central des lymphocytes T CD4* dans
I’activation, la coordination et 1’ orientation de la réponse immunitaire, ainsi que la coopération

entre les réponses cellulaire et humorale pour éliminer efficacement 1’agent pathogeéne.
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Chapitre 1 Immunogénicité et Antigénicité

I.2. Immunogénicité et Antigénicité
I.2.1. Antigéne :

1.2.1.1. Définition : un antigéne est une substance capable de déclencher une réponse
immunitaire dans un organisme. Il s'agit souvent d'une protéine qui peut se lier a des anticorps
ou a des récepteurs de lymphocytes T. Les antigénes peuvent étre associés a des maladies
spécifiques, utilisés pour le diagnostic, ou jouer un rdle crucial dans la reconnaissance et la

réactivité immunitaire.

1.2.1.2. Les différents types d’antigénes : Les types d'antigenes peuvent varier en fonction de

leur origine, de leur structure, de leur fonctionnalité et de leur r6le dans le systéme immunitaire.

A) Selon leurs natures :

= Antigénes protéiques : Ce sont des antigénes composes de protéines tel que : Toxine
tétanique (une bactérie), Spicule SARS-CoV-2 (virus). Les antigénes protéiques
peuvent étre derivés de micro-organismes, de cellules cancéreuses ou de composants
alimentaires.

= Antigeénes lipidiques : Les antigenes lipidiques sont constitués de lipides, qui sont des
molécules hydrophobes telles que les acides gras et les stéroides. Ces antigenes peuvent
étre trouvés dans les membranes cellulaires ou étre dérivés de bactéries ou de parasites.
Exemple : Lipoarabinomannane M. tuberculosis, cardiolipine, a-galactosylcéramide.

= Antigénes glucidiques (ou antigénes polysaccharidiques) : Ces antigenes sont
composés de glucides. lls peuvent étre présents a la surface des micro-organismes
(Capsule pneumocoque et LPS des Bactéries G’), ou étre des composants des
glycoprotéines et des glycolipides des membranes cellulaires (Groupes sanguins ABO
sur les Erythrocytes) .

= Antigénes nucléiques : Les antigenes nucléiques sont constitués d'acides nucléiques
tels que 'ADN ou I'ARN. lls peuvent étre dérivés de virus a ARN ou a ADN, ainsi que
de cellules cancéreuses présentant des mutations génétiques spécifiques. Exemples :
anticorps anti-ADN double brin dans le lupus, ARN viral reconnu par les récepteurs
TLR innés, ARNm vaccinal (COVID-19).
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B) Selon leurs provenances :

= Xénoantigenes ou hétéroantigenes : antigénes provenant d’une espéce différente de
I’espéce répondeuse. Exemple : globules rouges de mouton chez la souris.

= Alloantigenes : antigénes provenant d’un individu de la méme espéce que I’individu
répondeur mais génétiquement différent. Exemple : antigenes de groupes sanguins
humains (ABO). Antigénes du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH).

= Autoantigenes ou antigenes autologues : sont les substances de I’individu vis a vis
desquelles une réaction immunitaire anormale est produite (cas des maladies auto-

immunes).

% Les antigénes présentent deux propriétés fonctionnelles essentielles : L’immunogénicité et

I’antigénicité.
1.2.2. L’immunogénicité :

1.2.2.1. Définition : L'immunogénicité d'un antigene fait référence a la capacite de cet antigene
a induire une réaction immunitaire dans lI'organisme. Cela signifie que I'antigene est capable de
déclencher une réponse immunitaire, conduisant a la production d'anticorps ou a l'activation
des cellules immunitaires. Cette propriété est essentielle dans I'évaluation des vaccins et des
traitements immunologiques, car elle détermine I'efficacité de la réponse immunitaire qu'ils

peuvent susciter.
1.2.2.2. Facteurs influen¢cant ’'immunogénicité :

a) Nature de la substance : Les composants spécifiques de la substance, tels que les
protéines, les polysaccharides ou les lipides, peuvent jouer un rdle dans son
immunogénicité.

b) Administration : La voie d'administration, gu'il s'agisse d'une ingestion par voie orale,
d'une injection intramusculaire ou d'une application topique, peut influencer la maniére
dont la substance interagit avec le systéme immunitaire.

c) Dose : La quantité de substance administrée peut avoir un impact sur la puissance de la
réponse immunitaire induite. Des doses plus élevées peuvent souvent entrainer une

réponse plus importante.
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d)

9)

h)

La taille: II existe une corrélation entre la taille d’une macromolécule et son
immunogénicité. Le poids moléculaire ideal : 100 KDa et les protéines de poids
moléculaire < 5 kD sont parfois antigéniques mais généralement peu immunogeénes.
Présence d'adjuvants : Certains produits peuvent contenir des adjuvants, des
substances ajoutées pour augmenter la réponse immunitaire. Ces adjuvants peuvent
influencer I'immunogénicité du produit.

Variabilité individuelle : Les caractéristiques individuelles telles que I'age, le sexe, le
statut immunitaire préexistant et les facteurs génétiques peuvent influencer la maniere
dont une personne répond a une substance immunogéne.

Interactions avec d'autres substances : Les interactions avec d'autres medicaments ou
composeés présents dans l'organisme peuvent également influencer I'immunogénicité
d'une substance.

Caracteére étranger a ’organisme : Pour étre immunogeéne et déclencher une réponse
immunitaire, I’antigéne doit étre reconnu par le systeme immunitaire comme étranger,
donc dit « non soi ».

Des molécules dégradables : Capacité a étre apprété et présenté par une molécule du
CMH. 1l est important pour un bon immunogene de pouvoir étre dégradé dans les
cellules de I'immunité innée qui le reconnaissent. C'est probablement une des raisons de

la supériorité des antigénes proteiques a presenter des propriétés immunogenes.

1.2.3. L’antigénicité :

1.2.3.1. Deéfinition : L'antigénicité est la capacité d’un antigéne a se combiner spécifiquement

avec les effecteurs humoraux et/ou cellulaires (anticorps/ TCR) par complémentarité de

structure.

1.2.3.2. Les épitopes: Les lymphocytes n’interagissent pas avec I’antigéne entier, ils

reconnaissent des sites discrets de I’antigene appelés épitopes ou déterminants antigéniques. On

définit donc I’épitope, comme étant la portion de la molécule d’antigéne qui se lie sélectivement

au site complémentaire du récepteur membranaire spécifique (TCR ou BCR) ou alors au site

anticorps appelé paratope de 1’anticorps SEcrété.
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Tableau | : Comparaison de la reconnaissance des antigénes par les lymphocytes T et B /

Caracteéristiques Cellules B Cellules T

Interaction avec Implique complexe binaire Impligue un complexe ternaire

I’antigéne entre BCR et Ag entre TCR, Ag et CMH

Fixation d’un Ag Oui Non

soluble

Implication CMH  Pas nécessaire Nécessaire pour I’Ag apprété

Nature chimique Protéines, polysaccharides, Essentiellement des protéines

des Ag lipides

Propriétés de Peptides accessibles, Peptides linéaires internes produits

I’épitopes hydrophiles, mobiles contenant par I’apprétement de I’antigeéne et
des aa séquentiels ou non liés a la molécule du CMH

1.2.3.3. Les différents types d’épitopes B :

A) Les épitopes sequentiels ou continu : ¢’est la partie de I’antigénes a structure linéaire
(12 a 18 aa ou 5 a 6 0ses) qui se suivent.
B) Les épitopes conformationnels ou discontinu : composés d’aa qui se suivent en 3D

mais qui sont dans la réalité éparpillés en endroits sépares de la séquence primaire.

Epitope linéaire (continu) Epitope conformationnel (discontinu)
Antigéne Antigéne
protéique protéique

Figure 7 : Les types d’épitopes B

1.2.3.4. Epitope T et agrétope : L’Epitope T est linéaire, issu d’un apprétement de 1’antigéne.
Les antigénes reconnus par les lymphocytes doivent avoir un site de liaison pour le TCR

(épitope) et un site de liaison pour la molécule CMH (agrétope) (figure 8).
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Reconnaissance épitope T

Cellule présentatrice de Ilantigéene

COOCOOOOOOOC POOOOOOOOOEOOOOO0

SO LBOOOS =%
LOOOOOOEOOOOOO POOOOOOOOOCS g

COCOOOCOOOOOCOOROOROCOOOO0O0

Pecscsscsssssssccsass eSS OO0

-<—— Molécule de classe |l
du CMH

Agréctope
Epitope

Cellule Ty

Figure 8 : Structure de I’agrétope

1.2.3. Les haptenes : Les molécules immunogénes sont toutes antigéniques mais 1’inverse
n’est pas vrai. Il existe des petites molécules appelées hapténes qui sont antigéniques mais sont
dépourvues d’immunogénicité. Les hapténes sont des petites molécules (< 10kD) trop petites

pour étre immunogeénes, mais sont antigeniques. Pour devenir immunogénes, doivent se lier a

une protéine porteuse.

* hapténe seul -> non immunogeéne

s g se
- Im itaire

» hapténe + molécule porteuse (carrier) -> immunogéne

"

. T .
» _"h"“'?-‘."‘.‘ ) Reéponse

Immunitaire

Figure 9 : Immunogénicité du complexe hapténe-porteur

% Exemples d’hapténes : métaux, produits de synthése, médicaments, hormones peptidiques ou stéroides.
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Exemple de réaction anti-hapténe

NH2Z ovalbumine

[
™M
#
\ . conjugaison de "hapténe a M
503 I'ovalbumine
m-aminobenzene
sulfonate 503 -

Souris
Souris
™ Ac anti
1 hapténe-
ovalbumine
pas d'anticorps Ac anti-hapténe Ac anti-porteur

{anti-ovalbumine)

Amnticorps contre I’hapténe

porteur

Anticorps contre le
porteur

Conjugué
Hapténe-porteur

Anticorps contre le
conjugué hapténe-
porteur

Injection de Anticorps formeés

Haptene (DNP) Aucun

Proteine jouant le role de Anti-BSA
porteur BSA

Conjugue haptéene-porteur Anti-DNP principal
Anti-BSA mineur
Anti-DNP/BSA mineur
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L.3. Les anticorps

L.3.1. Définition :
Les immunoglobulines (Ig) sont des glycoprotéines, dont la synthése est déclenchée dans
l'organisme en réponse a la présence de substances étrangeres (produit d’une réponse

immunitaire).

v" Immunoglobulines : quand on s’intéresse a la structure (constituent une famille de

protéines globulaires (globulines)).

v Anticorps : quand on s’intéresse a la fonction (lorsqu’on considére leur activité

biologique de liaison a un antigeéne).

v" Gammaglobulines : lorsqu’on s’intéresse a leur caractéristique de migration en
¢lectrophorese et par extension pour des préparations a usage thérapeutique

(Figure10).
Elles sont présentes :
v’ Sous forme soluble dans le plasma et dans de nombreuses sécrétions

v' Sous forme membranaire comme élément du récepteur de ’Ag a la surface des
lymphocytes B (BCR).
Les immunoglobulines appartiennent a la fraction y des protéines sériques

® (€

Albumin

Globulins

Absorbance ——

Migration distance . . .
& Zone de migration étendue

traduisant la diversité structurale
des immunoglobulines

Figurel0 : Migration électrophorétique des protéines plasmatiques

1.3.2. La structure de base des immunoglobulines : Malgré la variété extraordinaire de leur
spécificité anticorps, les Ig possedent en commun, une structure de base symétrique en "Y" et

pluricaténaire comprenant 4 chaines polypeptidiques.
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1.3.3. Les composants de la molécule d’Ig :

A. Chaines lourdes et légéres : Deux chaines légeres identiques "L" (Light) : Kappa (k)
ou lambda (1) et deux chaines lourdes identiques "H" (Haevy) : gamma (y), alpha (o),
mu (p), delta (8) ou epsilon(e).

% La chaine légére : Elles comportent entre 212 et 220 aa. Se divisent en deux parties
sensiblement égales d’environ 107 aa chacune :

» Une région variable (VL) : correspondant a la moitié N terminale, comportant
un pont disulfure intra-caténaire formant la boucle VL et faisant partie du site
anticorps.

» Une région constante (CL) : représentée par la partie C terminale avec un pont
disulfure intra-caténaire formant la boucle CL et responsable de la différence
antigénique entre les chaines k et A.

+ La chaine lourde : Elles comprennent environ 446 aa et sont subdivisées en deux

parties :

» - Une partie variable N terminale (VH) : d’environ 110 aa, située dans le
fragment Fab et comportant une boucle VH formée par un pont disulfure intra-

caténaire.

» - Une partie constante C terminale (CH) : de 330 aa environ, contenant des

ponts disulfure intra-caténaires formant les boucles CH1, CH2, CH3.

Chaine lourde

V,

Charhiere /4

) (Hinge)
Région de 3 N sgi
liaison a Cul l Chx leagils%r;‘;e
I’antigéne ; I’antigéne
S—S
S—'S
Région
déterminant
I’activité
biologique
(Fc)

Figure 11 : Structure de base d’une molécule d’immunoglobulines
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Ponts disulfures : Ces chaines sont reliées entre elles par des ponts disulfures
intercaténaires et par des liaisons non covalentes.

Domaines : Les chaines lourdes et légéres contiennent des ponts disulfures
intracaténaires, chaque pont permettant la formation d’une boucle peptidique qui
représente la partie centrale d’une région fonctionnelle d’environ 100 aa appelée
domaine. Les Ig comportent 4 ou 5 domaines par chaine H (un domaine variable ou VH
et 3 ou 4 domaines constants ou CH) et deux domaines par chaine L (un VL et un CL).
Région charniére : Il existe sur les chaines lourdes une séquence relativement linéaire
appelée : région charniere (Hinge region), cette région constitue la cible des enzymes
protéolytiques et permet a la molécule d’Ig une certaine flexibilité.

Régions Variables (V) et Constantes (C) :

Oligosaccharides (Les cupules glucidiques) : Les Ig contiennent une ou plusieurs
cupules glucidiques (selon les classes et les sous-classes), localisées sur les chaines

lourdes (Figure 12).

Disulfide bond

Carbohydrate

Figure 12 : Les différents composants d’immunoglobuline

1.3.4. Fragmentation des immunoglobulines :

L’utilisation des enzymes protéolytiques (papaine, pepsine) a permis a8 PORTER et NISONOFF

de mener les premieres études structurales sur 1’IgG de lapin.

1.3.4.1. Action de la papaine (PORTER) :

La papaine coupe la molécule d’IgG au niveau de la région charniére en trois fragments

(Figurel3) :

R/

0

*

Deux fragments Fab « Fragment antigen binding » identiques, correspondant a la

moiti¢ N terminale d’une chaine lourde et a la totalité d’une chaine légére.
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7

< Un fragment Fc « Fragment cristallisable » (parce qu’il se cristallise & froid) qui
correspond a I’ensemble des deux moitiés restantes des chaines lourdes et qui porte la
plupart des glucides et les structures responsables des propriétés biologiques

spécifiques de chaque classe d’Ig.

Digestion par la papaine

Sous I'action de la papaine : Fragments obtenus
i Fab Fab
. - <—— Papaine % %
S—s
= f

La papaine clive I'lgG au niveau de la région charniére
au-dessus des ponts disulfure et produit :

- Deux fragments Fab (antigen-binding)

- Un fragment Fc (contenant les ponts disulfure)

Deux fragments Fab (se lient a I'antigéne)
et un fragment Fc (contient les ponts disulfure)

Figure 13 : Action de la papaine sur une molécule d’Ig
1.3.4.2. Action de la pepsine (NISONOFF) :

Une breve digestion par la pepsine donne un seul fragment composé de deux fragments
semblables au Fab et désigné F(ab’)2. Le fragment Fc est par contre digéré en de multiples

fragments pFc’(Figure 14).

Anticorps entier

(1gG)

Site de liaison

de l'antigéne

Chaine légére

(G]
F(ab’),
Chain(eHI)ourde Digestion Deux fragments Fab’
(antigen-binding)
I i
B par la pepsine
disulfure >

Fragment Fc’
(cristallisable)

FRAGMENTS OBTENUS PAR LA PEPSINE

Figure 14 : Action de la pepsine sur une molécule d’Ig

1.3.5. Variabilité des anticorps :

Les Ig sont caractérisées par une tres grande hétérogénéité qui s’exprime a trois niveaux
(figurel5) :
a) L’isotypie :

Les caracteres isotypiques sont communs a tous les individus d’'une méme espece et définissent
les classes et les sous-classes d’immunoglobulines ainsi que les types de chaines légeres.
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Les déterminants isotypiques sont portés par les domaines constants des chaines lourdes et
légeres. Il existe : 9 isotypes différents pour les chaines lourdes permettant de distinguer :

» 5Sclasses d’Ig : IgG, IgA, IgM, IgE et IgD incluant :

» 4 sous classes d’IgG : IgGl, [gG2, 1gG3, IgG4.

» 2 sous classes d’IgA : IgAl, IgA2.
b) L’allotypie :
Les spécificités allotypiques, sont des déterminants antigéniques qui permettent de distinguer
les Ig de deux individus ou de groupes d’individus au sein d’'une méme espéce. Les

déterminants allotypiques sont présents au niveau de certaines régions sur les domaines

constants des chaines vy, des chaines a et des chaines k.
¢) L’idiotypie :

Les spécificités idiotypiques sont des déterminants antigéniques qui caractérisent un anticorps
donné chez un individu. Elles sont portées par les domaines variables des Ig. C’est ce niveau

de variation qui détermine la spécificité pour 1’antigene.

(a) Déterminants isotypiques K Bk
Chaines
Iegeres
(xou k)
Chaines
lourdes
(18,8

Mouse IgG1 Mouse IgM
: ? : 1
(b) Déterminants allotypiques >
v v
(€] [©]
Mouse IgG1 Mouse IgG1
(souche A) (souche B)
(c) Déterminants idiotypiques olotapes . et
v \/
K K
v1 v1
Mouse IgG1 Mouse IgG1
contre I'antigéne a contre I'antigéne b

[:I Chaine lourde D Chaine légere A @ Déterminants isotypiques all Déterminants allotypiques A @ /\ Déterminants idiotypiques
(communs a une méme classe) = (varient selon les individus) © (varient selon 'idiotype)

Figure 15 : La variabilité des anticorps
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1.3.6. Fonctions des immunoglobulines :

Les immunoglobulines jouent un role central dans la défense de l'organisme contre les
infections et les maladies en ciblant spécifiquement les agents pathogénes et en régulant la

réponse immunitaire. Deux fonctions essentielles d’immunoglobulines :

% La fonction de reconnaissance de I’Ag qui est localisée au niveau du fragment Fab.
C’estune fonction assurée par toutes les Ig.

% Les fonctions effectrices dont le support est le fragment Fc et qui varient selon la classe
d’Ig.

A) Fonction de reconnaissance : C‘est la fonction anticorps assurée par le fragment Fab.
L’interaction Ac-Ag (impliquant I’épitope sur I’Ag et le paratope sur I’ Ac) est basée sur
la complémentarité de structure qui détermine I’affinité de 1’anticorps pour ’antigéne

(Figure 16).

Site de fixation a I'antigéne

( ou PARATOPE J
~

Partie
variable <
Y
4
Partie
constante <
Structure d’un Une molécule d’Ac peut
Ac 2 dirigé donc lier deux
contre un Ag 2 molécules d’antigéne !
\

Figure 16 : site de fixation d’antigene

1.3.5.1. Fonctions effectrices portées par le fragment Fab

*

+» Réactions de neutralisation des toxines bactériennes (Figure 17).

v Toxine se fixe aux récepteurs cellulaires

<

Endocytose des complexes récepteurs -toxines
v Dissociation des toxines et libération de la partie active (rouge) qui empoisonne la
cellule.

v' L’anticorps protége la cellule en bloquant la fixation de la toxine.
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/
@ Libération de la toxine — =
Laibactérie:prodtiltiet @ Fixation des anticorps
libére une toxine. neulrah.sants e
Des anticorps spécifiques

se lient aux toxines.

.*. *
.* @ Blocage des sites

Toxine

% actifs de la toxine
- Les anticorps masquent
les régions de la toxine
qui se lient aux récepteurs
@ pé de la fixati cellulaires.
sur la cellule cible # _——

La toxine neutralisée ne peut
plus se fixer aux récepteurs
[—{ : ) Absence d’effet toxique
| La toxine ne pénétre pas
dans la cellule et ne peut

de la cellule cible. = ‘ ‘
donc plus exercer son

action pathogéne.

Cellule cible

@ Elimination des conm immuns {
Les complexes toxine—anticorps sont éliminés *

par les phagocytes ou par le systéme du complément.

- Anticorps 5 Recepteur Blocage de la liaison
oxine 5 P iain
neutralisant cellulaire toxine-récepteur

Figure 17 : les étapes de neutralisation d’une toxine

+» Inhibition de I’adhésion bactérienne aux surfaces cellulaires (Figure 18)

v Colonisation des surfaces cellulaires par les bactéries grace aux adhésines bactériennes.

<

Certaines bactéries sont internalisées et se propagent dans des vésicules internes.

v’ Les anticorps contre les adhésines bloquent la colonisation et 1’entrée des bactéries.

Bactérie
.4'@
2. L'opsonisation empéche
P!
1. Lo bactansest la bactérie de se fixer
g % a d'autres cellules.

opsonisée par des anticorps
(les antigénes de surface sont Récepteurs Fc

reconnus et couverts).

3. La bactérie opsonisée se fixe

aux récepteurs Fc de la cellule et

est internalisée par endocytose
(phagocytose).

Figure 18 : les étapes Inhibition de I’adhésion bactérienne aux surfaces cellulaires

+» Blocage de I’infectiosité des virus (Figure 19)

v" Le virus se fixe aux récepteurs a la surface cellulaire.

v Endocytose du virus par I’intermédiaire d’un récepteur.
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v L’acidification de ’endosome aprés endocytose induit la fusion du virus avec la cellule
et ’entrée de I’ADN viral.

v' L’anticorps bloque la fixation du virus sur son récepteur

Fixation du Fab
des anticorps au virus

Le fragment Fab des
anticorps se lie aux
protéines de surface
du virus.

2
Blocage de la liaison
aux récepteurs cellulaires
@ Le Fab masque les sites
de liaison du virus et

empéche sa fixation
aux récepteurs de
la cellule cible.

Empéchement de
[ la pénétration

Le virus ne peut pas
entrer dans la cellule
par endocytose ou

fusion membranaire.

C Absence de réplication ]

| virale

Le virus n’entre pas
et ne peut pas se
répliquer dans la
cellule.

5 ==
Qélimination du virus neutralisé ] Anticorps (Fab)
Les complexes virus—Fab sont
éliminés par les phagocytes ou
par le systéme du complément.

Lr] Récepteur cellulaire

Blocage / inhibition

Figure 19 : Blocage d’un virus par la partie Fab d’Ig
1.3.5.2. Les fonctions liées au fragment Fc des immunoglobulines :

Trois fonctions effectrices essentielles, résultent de 1’interaction entre le Fragment Fc des Ig et

d’autres protéines sériques ou des récepteurs membranaires des cellules :
O L’activation de la voie classique du complément ;

U L’opsonisation ; qui est un marquage d’un agent pathogéne pour faciliter sa

phagocytose par les cellules immunitaires.
U La cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des Ac (ADCC).

1.3.6. Les classes des immunoglobulines :
Il existe plusieurs types de chaines lourdes : , v, a, & et € qui déterminent la classe des Ig (M,

G, A, D, E) (figure 20) et deux types de chaines légéres : «, A.
Les cinq classes d’Ig different par leur capacité a effectuer les diverses fonctions effectrices,

par leurs concentrations sériques moyennes et par leur demi-vie (Tableau I1).
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1)

2)

3)

4)

5)

L’IgG, la classe la plus abondante du sérum, particulierement importante pour éliminer
les antigénes par divers mécanismes ; elle est aussi la seule classe & pouvoir traverser la
barriére placentaire.

L’IgM sérique existe sous forme de pentamére ; en raison de sa valence élevée, I’IgM
est plus efficace que les autres classes dans la neutralisation des virus, I’agglutination
des bactéries, et I’activation du complément.

L’IgA L’IgA est la classe prédominante des sécrétions externes, notamment dans le lait
et les sécrétions muqueuses. L’IgA sécrétoire est principalement présente sous forme de
dimére relié par la chaine J et associée au composant sécrétoire ; des formes
polymériques plus complexes, telles que les tétrameres, peuvent exister mais sont rares.
L’IgD est moins abondante du sérum. Le taux sérique faibles (25 a 40 mg/l), moins de
1 % des Ig sériques. L’IgD (avec I'IgM) est I’'lg membranaire des lymphocytes B

matures.

L’IgE, sa concentration est trés faible (3 mg/l en moyenne chez I’adulte). IgE médie la

dégranulation des mastocytes.

* Structure * Structure o Structure
= Monomére (75) - Pentamére (198) — Monomére
- Domaine extra (Cya) - Domaine extra (Cy4)

- Chaine J

1gG1, IgG2
et 1gG4
e Structure g
e Structure - Sérique — monomere
M . - Sécrétions (slgA)
- Monomeére
3 o Dimére (11S)
- Piece de queue o Chaine J
o Composant sécrétoire
Piéce de T
queue
Composant Chaine J
sécrétoire

Figure 20 : Les différentes classes d’immunoglobulines

Dr BOUDJOU-MECHOUCHE.S



24
Chapitre 1 Les anticorps

Tableau II : Les caractéristiques des classes des Igs

Propriété / Activité IgG1 I1gG2

Poids moléculaire (Da) 150 000 150 000 pe 150 000 piee 1620800 pot 180 000

600 000
000

Chaine lourde vl v2 v3 v4 al a2 u € )

Taux sérique normal 9 3 1 0,5 3 0,5 1,5 0,00 0,03
(mg/mL) 3

Demi-vie sérique 23 23 8 23 6 6 5 2,5 3
(jours)

Activation de la voie + +/- ++ - - - 4+ _ _
classique du 45
complément

Passage + +/- + + - - - - -
transplacentaire

Présence sur la - = o - - - us - n
membrane des

lymphocytes B
matures

Liaison aux récepteurs ++ +/- ++ + - - ? - -
Fc des phagocytes

Transfert a travers les = = = - e et + _ -
mugqueuses

Induction de la - - - - - - - S+t R
dégranulation des
mastocytes
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Chapitre 1 Le systéme du complément

L.4. Le systeme du complément

Le complément est un systéme de protéines sériques qui comporte une trentaine de constituants,
solubles et membranaires. Il est impliqué dans la réponse innée aux infections, dans
I’élimination des complexes immuns et dans la régulation de la réponse spécifique. Le
complément doit son nom a sa découverte : il agit en complément des anticorps pour la lyse des
bactéries, il est immédiatement recrutable, et non spécifique d'un antigéne donné. Le systéme
du complément est une cascade enzymatique qui peut €tre activée selon trois voies distinctes :
la voie classique, la voie alterne, et la voie des lectines. Ces trois voies aboutissent a la voie

finale commune, ou formation du complexe d’attaque membranaire (MAC).

1.4.1. Protéines du complément :

Le systéeme du complément fait partie de I’immunité innée, il est constitué d’un ensemble
de protéines = Activateurs+ Régulateurs+ Récepteurs. Ces protéines plasmatique (facteurs du

complément) s’activent en cascade en présence de microoganisme ou de cellules altérées.

Les protéines du complément sont synthétisées principalement par :

1. Les hépatocytes (90 % des protéines solubles, sauf le C1q, le facteur D, le C7 et le
facteur P).

2. Lalignée myéloide : les monocytes et les macrophages (C1q).

3. Les neutrophiles et les cellules endothéliales : (facteur P = properdine).

4. Les adipocytes : pour le facteur D.

(1 Ces protéines du complément circulent dans le sérum sous forme inactive, comme des pro-

enzymes (zymogenes).

(1 Sont désignées par des numéros, des lettres ou des noms composés.

[J Les fragments peptidiques formés par 1’activation d’un composant :

a) Les grands fragments : C’est les fragments catalytiques (sérine protéase) : c’est les
plus grands appelé "b", ils se fixent prés du site d’activation pour poursuivre la cascade

enzymatique du systéeme du complément.
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b) Les petits fragments : C’est les fragments inhibiteurs : c’est les plus petits, appelé "a",
ils ont une action a distance sur 1’activation et le chimiotactisme des phagocytes. Ils

induisent une inflammation locale.

Les protéines du complément sont trés sensibles a la température (thermolabiles), d’ou
I’importance d’assurer un acheminement adéquat des prélévements sanguins au laboratoire

pour le dosage du complément.
1.4.2. Réle du systéme du complément :
a) L'activation du complément conduit a la formation a des anaphylatoxines :

e Cda et C3a qui recrutent des polynucleaires neutrophiles et des macrophages au site

d’agréssion (chimiotactisme) donc ¢’est la réaction inflammatoire.

e C3b qui se fixe sur les bactéries pour faciliter leur phagocytose (opsonisation).

b) L'activation du complément conduit a la formation de pores CAM (complexe d'attaque
membranaire) dans la membrane externe du microorganisme, conduisant a sa
destruction (lyse cellulaire).

c) L'activation se fait par clivages successifs des facteurs, ce qui entraine la formation de
fragments de facteur capables d'interagir avec les cellules du I’'immunité adaptative :
Lymphocytes B => Neutralisation des virus et élimination des complexes Ag-Ac et les

dépose dans la rate ou le foie (régulation de la réponse adaptative).

1. LYSE 2. OPSONISATION 3. ACTIVATION DE LA 4. PHAGOCYTOSE 5. ELIMINATION DES
REPONSE INFLAMMATOIRE COMPLEXES IMMUNS

Complexe
Ag-Ac

~
L)

&7

Bactéries 5
Récepteur

‘ du complément
Complément
Complément 4 A N
vpv Ve \ ”«\D/\(
< =
) £ /
x ’ - 4
it ,(W && ’;) Extravasation
NN
8. )

‘;‘f\"/-. \‘//] - 0 \' 5 4 C 9\,6, ¥
..'/——\'/'ﬁ \\(\ ( « ( 4 ) [\‘
G - (WS ! \{// i o ( & |
4 Y’ . ® ( s r= W\ === 5 X 8
4 ) P) TQN % | ~
¢ ” y &= i ) @ : ‘o L e
b v~ U 4 a\\'"‘( Lo (S
[0 s o s G i)
Cellule cible Phagocyte Phagocyte
A Complément , Bactérie @ Antigéne (Ag) Y Anticorps (Ac)

Figure 21 : Réles du systeme du complément
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1.4.3. Les voies d’activation du complément :

A la surface des cellules apoptotiques ou du pathogéne, le systéme du complément peut étre
activé en cascade selon trois voies : la voie classique, la voie des lectines ou la voie
alterne (Figure 22). Ces trois voies convergent pour aboutir a 1’activation de la protéine C3 (C
pour complément) et la formation du complexe d’attaque membranaire (CAM). Le CAM est a
I’origine de la lyse des pathogenes ou de I’activation de certaines cellules de 1’hote. En dehors
de leur action directe, chacune de ces voies peut induire des réponses inflammatoires et moduler
les réponses immunitaires innée et adaptative conduisant ainsi a 1’é¢limination des pathogenes,

des complexes immuns et des cellules apoptotiques.

Voie alterne

3 s c3
Voie des lectines ca . &4 Q
c2 C3
Voie classique . . Hydrolyse
spontanée l
C3 convertase

C3(HZO)‘
e8| Iz C4b2a
()

c1NCls ) .
Clr 5G
g e
- FD
: FB
Résidus P — ~ FH, FI, C4BP
mannose MCP (CD46) -
DAF (cD55)  Clustérine
(C4b2a)C3b | (C3bBb)C3b Vitronectine
+C5 CD59
- 4
+Cé6, C7, C8, C9
( et
Csb C5b9

Complexe d’attaque
membranaire (CAM)

Figure 22 : les différentes voies d’activation du complément
1.4.3.1. La voie classique :
C1 est formé de trois molécules distinctes
Clq : dépourvu d’activité enzymatique, se lie au domaine Fc des IgM et des 1gG
Clr : sérine protéase
Cls : sérine protéase

a) Activation : reconnaissance d’un complexe immun et fixation du Clq sur le domaine Cy2
des Ac. Les IgM et certaines sous classes d’IgG peuvent se fixer sur le Clq et activer la voie

classique du complément (Figure 23).

La portion Fc d’une immunoglobuline libre (sans antigéne fixé sur le Fab) est incapable de lier

Clq.
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Complexe
C1

Anticorps
IgG

Figure 23 : Fixation du Clq sur le complexe immun

b) Cascade enzymatique :

e Le Clq fixé sur un complexe immun peut activer le Clr et le Cls, Clr et le Cls vont
cliver les composant C4 et C2 en C4a, C4b, C2a et C2b. C2b et C4a sont libérés dans le
plasma C4b et C2a vont se fixer sur une surface activatrice pour former le complexe
C4b2a ou C3 convertase classique.

e (Cette C3 convertase classique est capable de cliver le C3 en C3a qui est libéré, C3b qui

va se fixer sur la surface a coté de C4b2a pour former la C5 convertase classique.

¢) Phase effectrice : formation du CAM :

Le C5b, formé par la C5 convertase, se fixe sur un deuxieme site membranaire, Il recrute les
molécules C6, C7, C8 et plusieurs molécules C9 pour former le CAM. La polymérisation des
molécules de C9 permet de créer des pores de 10 nm dans la membrane cellulaire, ce qui aboutit

a sa lyse (figure 24).

o Cette étape est commune a toutes les voies d’activation du complément.
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autocatalyse et active la deuxiéme molécule de Cir;

! Le C1 se lie a I'Ac lié a I'’Ag. Le C1r s’autoactive par
les deux activent C1s.

4
Tﬁ C4b2a de cliver le C5.

Le C3b de la C5 convertase lie C5 permettant

C1qrss;

__Ciq
Antlcorps C""”(‘/ JI S

Fo=

C5 convertase

2 Le Cls clive le C4 et le C2. Le clivage de C4 libere le site
de liaison de C2. Le C4 lie la surface pres de C1 et C2 lie
C4 formant la C3 convertase.

I

C5b lie C6 activant la formation du complexe
d’attaque membranaire.

C4b2a
C3 convertase

de C3. Certaines vont se combiner a la C3 convertase

3 Le C3 convertase hydrolyse de nombreuses molécules
et la transformer en C5 convertase.

C4b2a3b
C5 convertase

%ﬁ_J
Complexe d’attaque membranaire

Figure 24 : Les ¢étapes de la voie classique de I’activation du complément

1.4.3.2. La voie alterne du complément :

Cette voie elle est non liée a un complexe immun et considérée comme constituant de

I’immunité naturelle (figure 25).

a) Activation : Cette voie implique quatre protéines sériques :

Le C3, le facteur B, le

facteur D et la properdine. Aboutit & I’activation du MAC (formation de C5b sans

I’intervention d’anticorps).

b) Cascade enzymatique :

e Activation La voie alterne nécessite une surface activatrice (des lipopolysaccharides

bactériens, certains composants de membrane de levure, etc.. ).
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e La premiere étape est un clivage spontané du C3.

e Quiconduit a ’association du fragment C3b avec le facteur B.

e Ce complexe se fixe alors sur la membrane activatrice (sinon il est dégradé trés

rapidement), ou le facteur D va venir cliver le facteur B en Ba et Bb.

e Baest libéré, et sur la membrane se forme le complexe C3bBb ou C3 convertase alterne.

e Ce complexe est capable de cliver en continu des molécules de C3.

¢) La C3 convertase alterne peut étre stabilisée par la properdine,

e Elle va pouvoir alors cliver de nombreuses molécules de C3 qui vont se lier a du

facteur B pour produire de nouvelles C3 convertase alternes, aboutissant ainsi a une

boucle d’amplification.

e La fixation de plusieurs molécules de C3b a c6té d’une C3 convertase alterne forme

une C5 convertase alterne.

e La voie alterne rejoint alors la voie classique dans la voie finale commune

1 L'hydrolyse spontanée de C3 ; C3 se lie
a une surface étrangeére.

2 Le facteur B lie C3b, expose un site
pour le facteur D. Le clivage du
facteur B géneére le complexe C3bBb

qui possede une activité C3 convertase.

3

La liaison de la properdine stabilise
la C3 convertase.

_O

4 = - A
La convertase généere C3b qui parfois
se lie a une C3 convertase, formant la
C5 convertase. C5b se lie a la surface.

@

C3bBb properdine

C3 convertase

C3bBbC3b
C5 convertase

7

- mmmmmm ————>  Complexe

C5 C5b d'attaque
i’ membranaire
==
C5a

Figure 25 : les étapes d’activation de la voie alterne
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1.4.3.3. La voie des lectines (Voie de MBL) :

a)

b)

Activation : La voie des lectines est activée par la liaison de protéines a des surfaces
microbiennes. Fait intervenir la MBP (mannose binding protein), une lectine de la méme
famille que Clq. L’activation de cette voie commence par la fixation du MBL a des
résidus mannoses de glycoprotéines a la surface de micro-organismes comme des
bactéries, des champignons et de certains virus (VIH).

La cascade enzymatique : Une fois liée, la MBP recrute une protéase (la mannose
binding protein associated protease ou MASP) qui est I’équivalent de Cls et dont les
substrats sont C4 et C2. De découverte plus récente, cette troisieme voie est moins bien
connue. Elle est activée par les surfaces comportant du mannose (qui n’est pas présent
sur les cellules humaines). La protéine initiatrice de cette voie est la Mannose Binding
Lectine (MBL). Elle se fixe spécifiquement sur le mannose, et active les MASP1 et 2
(Mannose associated serin protease). Les MASP sont capables de cliver le C2 et le C4

et de rejoindre ainsi la voie classique (formation du complexe C4b2a ou C3 convertase.

MBL
MASP-1
/ ou MASP-2

Antigene
glucidique

Figure 26 : Activation de la voie des lectines

1.4.4. Régulation du systéeme du complément

L'activation du systéme du complément doit étre étroitement controlée afin d'éviter des lésions

des cellules de l'organisme. Cette régulation protége les cellules de 1'hdte tout en maintenant

l'efficacité de la réponse immunitaire contre les agents pathogénes.

La régulation du complément s'effectue principalement a trois niveaux :

1.

L'inhibition de I'activation des protéases impliquées dans la cascade du complément.
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2. La dissociation et la dégradation des convertases (enzymes clés de la cascade).
3. L'inhibition de la formation du complexe d'attaque membranaire (CAM ou MAC).
A. Régulation protéique de I'activation du complément

La majorité des protéines régulatrices du complément sont codées par les génes du complexe

RCA (Regulators of Complement Activation) localisé sur le chromosome 1 chez 'Homme.

Ces protéines empéchent une activation excessive ou inappropriée du complément en agissant

a différentes étapes de la cascade.
1. Régulation par inactivation des facteurs du complément

Certaines protéines régulatrices favorisent l'inactivation des composants activés du
complément. Le principal régulateur est le facteur I, une sérine protéase qui clive et inactive

les fragments C3b et C4b.
Cette action nécessite des cofacteurs tels que :
e Le facteur H (voie alterne)
e MCP (Membrane Cofactor Protein ou CD46)
e CRI1 (Complement Receptor 1 ou CD35)
L'inactivation de C3b et C4b empéche la poursuite de la cascade du complément.
2. Régulation par dissociation des convertases

Les convertases C3 et C5 sont des complexes enzymatiques essentiels a l'amplification de la

réponse du complément.

Plusieurs protéines régulatrices provoquent leur dissociation :
o DAF (Decay Accelerating Factor ou CDSS5)
o CRI1 (CD35)
o Facteur H

Ces protéines accélérent la dégradation des convertases C3 et C5, limitant ainsi la production

de médiateurs inflammatoires et l'opsonisation excessive.

B. Régulation de la formation du complexe d'attaque membranaire (CAM)
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Le complexe d'attaque membranaire (CAM ou MAC) est formé par l'assemblage des
composants C5b, C6, C7, C8 et de plusieurs molécules de C9. Il provoque la lyse des cellules

cibles en créant des pores dans leur membrane.

Pour protéger les cellules de 1'hote, plusieurs protéines régulatrices inhibent sa formation.

1. CD59 (Protectine)

La protéine CD59 est le principal inhibiteur membranaire du complexe d'attaque membranaire.

Elle agit en empéchant la polymérisation du C9 et donc la formation du pore membranaire,

bloquant ainsi la lyse cellulaire.
2. Importance du glycosylphosphatidylinositol (GPI)

Les protéines CD55 et CD59 sont ancrées a la membrane cellulaire grace a un glycolipide

appelé glycosylphosphatidylinositol (GPI).

Une mutation entrainant un déficit en GPI empéche I'expression correcte de ces protéines a la

surface cellulaire.

L'absence de CDS55 et de CD59 rend alors les cellules, notamment les globules rouges,
particuliérement sensibles a l'action du complément, ce qui peut conduire a une destruction
cellulaire excessive, comme observé dans ['hémoglobinurie paroxystique nocturne

Hémoglobinurie paroxystique nocturne.
Conclusion

La régulation du systéme du complément repose sur un ensemble de protéines plasmatiques et
membranaires qui contrdlent l'activation de la cascade, favorisent l'inactivation des composants
activés, dissocient les convertases et empéchent la formation du complexe d'attaque
membranaire. Ces mécanismes sont indispensables pour protéger les cellules de I'hdte contre

les effets potentiellement délétéres d'une activation incontrélée du complément.
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REGULATION DU SYSTEME DU COMPLEMENT

La régulation du complément s'éffectue a trois niveaux principaux pour protéger les cellules de 'hdte contre une activation excessive.

o INHIBITION DE L'ACTIVATION e DISSOCIATION ET DEGRADATION 9 INHIBITION DE LA FORMATION DU
DES PROTEASES DES CONVERTASES COMPLEXE D’ATTAQUE MEMBRANAIRE (CAM)
A. Régulation par inactivation des facteurs B. Régulation par dissociation des convertases C. Régulation de la formation du complexe

du complément d'attaque membranaire (CAM)

Le facteur | clive et inactive les fragments Les protéines régulatrices accélérent la dissociation Le CAM (C5b-9) est formé a la surface de la cellule cible
C3b et Cdb en présence de cofacteurs des convertases C3 et C5, limitant ainsi la poursuite et provoque la lyse osmotique.

’ de lactivation. Poly(CS)
Facteur | C5b 7 8 y

Q Convertase C3
h DAF (CD55)
* /e ‘6 L} CR1 (CD35)

Facteur H

iC3b, C3dg,
% C3d (inactifs) l ,
Facteur | Disociation
\
h c ’ Inhibition par CD59 (Protectine) |
_— %‘ I CD59 se fixe sur C8 ou C9 et empéche la ponmensat«on :
o Clc + Cad | ! de C9  blocage de linsertion du CAM, ) :
(inactifs) DAF (CD55) I |
Chb 3 CR1 (CD35) g : !
/ Facteur H | |
( Cofacteurs du facteur | ‘ | ]
— v | |
w Disociation <
‘ ‘ [ Ancrage des régulateurs membranaires par le GPI
Protéine CD55 et CD59 sont attachées a la membrane
(vore alterne) MCP (CD46) CR1(CD35) (CDS5 ouICDs9) :

par un ancrage GP! (glycosylphosphatidylinositol).

Conséquence : diminution de la production de C3a, C5a
et de C5b — réduction de I'inflammation, de l'opsonisation
et de la lyse cellulaire.

Mutation du géne de la synthése du GPI

- absence de CD55 et CD59 a la surface
cellulaire — sensibilité accrue des cellules,
notamment des hématies,  la lyse par le

complément (ex : HPN).
\ J

Principales protéines régulatrices @ La majorité des protéines régulatrices sont codées par
, Facteur H CR1 MCP DAF CD59 | ant vt Chromosome 1

Ancrage GPI p

Conséquence : inactivation de C3b et C4b
— arrét de la cascade du complément.

e

Membrane
cellulaire ¢

le cluster génique RCA (Regulators of Complement Activation)
du complément (exemples) Ficteie (CD35) (co4g) J (cDs5) (Protecting) | | sur'ge ch?o - mm(e jg(‘;umai ). : ) locus RCA |

Figure 27 : Régulation du systeme du complément
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I1.1. Interactions anticorps-antigénes

L'immunologie appliquée est une discipline qui vise a appliquer les connaissances
fondamentales de 1'immunologie a des problémes médicaux spécifiques, tels que le diagnostic,
la prévention et le traitement des maladies. Elle implique I'utilisation de techniques et de
concepts immunitaires pour comprendre et controler les réponses immunitaires pathologiques,

ainsi que pour développer des stratégies thérapeutiques efficaces.

I1.1.1. Les bases moléculaires de la réaction : Un immuno-complexe (figure 28) est formé
entre des anticorps et antigéne, ayant des paratopes et €pitopes assortis. Donc I’interaction
s’effectue Entre : L’épitope de I’Ag (ou déterminant antigénique) et le paratope de 1’Ac (ou

régions de complémentarité : CDR).

Epitope de
I'antigene

Le paratope a une structure
tridimensionnelle
complémentaire a celle de
I’épitope

La structure du paratope Le paratope se fixe sur
est variable. Elle dépend I’épitope a I'image du clef/
de la structure serrure

tridimensionnelle de
I’épitope

Figure 28 : le complexe immun (Ac-Ag)

¢ La complémentarité entre épitope et paratope induit la formation du complexe
immunitaire :
v Si I’épitope correspond au paratope alors il y a présence d’une force d’attraction, sinon on
a une force de répulsion.
v' L’interaction entre Ac-Ag est une combinaison spécifique et réversible des Ac et Ag

correspondant.
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> Les aspects de I’interaction

a. Forces attractives intramoléculaires : Il s’agit d’un ensemble de forces qui fusionnent les

Ac aux Ag correspondants (figure 29). Il existe 4 types de forces non covalentes (Tableau III);

dépendantes de la complémentarité entre les sites d” AC et les déterminant des Ag.

ANTIGENE ANTICORPS

NH, i/ .
CH, — OH +++::0 — C — CH, — CH, —& L|a|sonJ
8 hydrogéne
\ p e s
\//C — CH; — CH, ———— Liaison
o / ionique

CH, — CH, —(NESE 10O

CH, i \
2 CH — CHj i :
Interactions
CH 3 L hydrophobes
CH; — CH — CH, l
| ‘ i Interactions
(I:H —LCHT=CH == (.;H——I de van der Waals J
CH CH, /
,//
o \ iai
= Liaison
CH, — €T *HaN — CH, — d origue
o T e

Figure 29 : Les différentes forces qui relient I’Ac et ’Ag

Tableau III : Les types de forces non covalentes de la liaison Ac-Ag

Forces non covalentes Application Schématisation
Liaisons hydrogéne Deux atomes électronégatifs ~ P
partagent un atome ) N—H=--0= C\
d’hydrogéne o ¥ =
o o 0
Liaison hydrophobes D’interaction est difficile entre H__H
les groupes hydrophobes et n>o & = i
P - - . SR o<
P’eau qui se réuni pour exclure s— o)
I’eau o Wl
HH
Forces de Van Der Waal Résultent de la fluctuation des
nuages électroniques de charge &t 5
opposé autour des molécules. . ——— =
Forces électrostatiques ou ioniques attraction entre atomes de
charges opposées * =
—NH, 00C—
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b. L’affinité : la force des interactions entre un seul site de fixation de I’Ag sur un Ac et
un seul épitope. L’affinité dépend du nombre et de la force des liaisons formées entre
I’épitope et le paratope. Il est la somme des forces d'attraction et de répulsion agissant
entre le déterminant antigénique et le site de liaison de I'anticorps tel que représenté sur
la Figure 30, plus I’affinité de 1’anticorps pour I’antigéne sera élevée et plus I’ interaction

sera stable.

High Affinity Low Affinity
///_‘\\\ /./‘—‘\\
© Ab A AL
) :
'
. e il /«'/ = I‘-‘
-l | o\ -
Ag Ag

Figure 30 : la forte et faible affinité entre 1’épitope et le paratope

c¢. L’avidité : Résultante des interactions entre les déterminants multiples et répétés d’un
antigene et les sites de liaisons multiples d’un anticorps. L’avidité est supérieure a la
somme des affinités différentes. Ceci est illustré dans la Figure 31. L’avidité est
influencée a la fois par la valence de l'anticorps et la valence de 1'antigéne, tout comme
la température, le pH et la force ionique.

Antigéne multivalent

Ag

g
o

IgG

Affinité avidité

Figure 31 : I’ Affinité et I’avidité
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I1.1.2. Les caractéristiques de la réaction Ac-Ag : Les réactions antigéne-anticorps (Ac-Ag)

constituent la base de la réponse immunitaire humorale. Elles résultent de la liaison spécifique

entre un antigéne et l'anticorps correspondant, grace a une complémentarité structurale entre

leurs sites de reconnaissance. Ces interactions possédent plusieurs caractéristiques essentielles

qui déterminent leur efficacité biologique et leur role dans les mécanismes de défense de

l'organisme.
Réaction Ac/Ag
[ Exothermique ] Réversible r Spécifique ]
" /- B

La formation d'une liaison Ac/Ag
libére de I'énergie (AH < 0),

ce qui influence la température et

permet un bon déroulement et
une stabilité de la réaction.

* Exploité dans certaines techniques
immunologiques sensibles a la température.

Exemple :

L’agglutination visible en lame se fait
a température ambiante grace a cette
libération d'énergie.

Les liaisons qui s’effectuent entre
I'Ac et I'Ag sont des liaisons faibles
et non covalentes, facilement rompues.

—

Ag + Ac &= Ag - Ac + chaleur

La réaction atteint un état d’équilibre
dynamique (association « dissociation).
La stabilité du complexe dépend de
I'affinité Ac/Ag et des conditions du milieu.

Acidification du milieu — dissociation.
Chauffage modéré — dissociation.
Ajout de sels (force ionique élevée) —
destruction du complexe.

La spécificité de la réaction Ag-Ac
dépend de la complémentarité
spatiale entre le paratope (Ac)

et I'épitope (Ag), elle est trés
étroite. Cette spécificité n’est pas
absolue, il existe des réactions

Si | pH, » force ionique, T température croisées.
+ chaleur — dissolution du complexe Ag-Ac. % /
e
""""""""""""""""""""""""""""""""" o Liaisons impliquées : hydrogéne, WK Complémentarité
¢ Libération d’énergie sous forme de chaleur. électrostatiques, hydrophobes, " Epitope
aratope
» Contribue a la stabilité du complexe Ag-Ac. de Van;der Waals. (Ac) (Ag)

* La spécificité est la base de la reconnaissance

immunitaire.

Elle permet de distinguer des antigénes

trés proches.

Des réactions croisées peuvent survenir

si des épitopes sont similaires.

Exemples :

* Anticorps anti-grippe A peut faiblement
réagir avec un antigéne de la grippe B

N _J (réaction croisée).
F o Utilisée dans les tests diagnostiques
En résumé : La réaction antigéne-anticorps est exothermique, réversible et spécifique. pour détecter un antigéne précis.
Ces propriétés assurent son efficacité dans la reconnaissance immunitaire
L et son large usage en diagnostic et en recherche. \_

I1.1.3. Les champs d’application : L'interaction antigéne-anticorps posséde de nombreuses
applications dans les domaines médical, biologique et biotechnologique. Grace a sa grande
spécificité, elle est largement exploitée pour le diagnostic, la prévention et le traitement de

diverses maladies, ainsi que dans la recherche scientifique.

A) Identification et/ou dosage d’un Ag :

v" Identification d’une cellule

v" Identification d’un agent infectieux

v" Identification et/ou dosage d’une protéine
v Dosage d’une hormone
v

Dosage d’un médicament ...
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B)

AN N NN Y U N NN

Mise en évidence et/ou titrage d’un Ac :

Diagnostic et suivi sérologique d’une infection

Sérologies bactériennes : Fiévre typhoide, syphilis ...
Sérologies virales : Hépatites, grippe, rubéole, HIV ...
Sérologies parasitaires : Toxoplasmose ...

Contrdle de vaccination

Diagnostic et suivi sérologique d’une maladie auto immune
Diagnostic sérologique d’une allergie

Suivi d’une grossesse

Suivi d’une transplantation

Applications analytiques des réactions anticorps-antigéne/ Techniques possibles :
Méthodes n’utilisant pas de marqueur : observation directe

- Immunoprécipitation

- Agglutination

- Neutralisation

- Immunochromatographie

Méthodes utilisant un marqueur : observation indirecte

- Radioimmunologie

- Immunoenzymologie

- Immunofluorescence.
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IL. Techniques immunologiques :

Les techniques immunologiques sont des méthodes d’analyses utilisées en immunologie
pour étudier, identifier et quantifier les composants du systéme immunitaire, comme les
antigenes, les anticorps, les cellules et les cytokines. Elles sont largement employées dans
les domaines de la recherche biomédicale, du diagnostic clinique et du développement de
vaccins. Les techniques immunologiques sont principalement basées sur une interaction
entre I’anticorps et ’antigéne. es techniques immunologiques peuvent étre classées en deux
grandes catégories : les méthodes sans marqueur, qui reposent sur l'observation directe de
la réaction antigéne-anticorps, et les méthodes avec marqueur, qui utilisent un signal
détectable (enzymatique, fluorescent, radioactif ou chimioluminescent) pour mettre en

évidence et quantifier cette interaction.

+ Méthodes n’utilisant pas de marqueur : observation directe
I1.2. Réaction de précipitation (immunoprécipitation) :
IL.2.1. Principe

Les réactions de précipitation ont lieu entre un anticorps et un antigene soluble : soit en milieu
liquide ou gélifié. Chaque molécule d‘Ag multivalent peut fixer plusieurs molécules d‘Ac et
chaque molécule d‘Ac est liée a plus d’'une molécule d'antigéne. Ce qui influence la taille des
agrégats formés qui deviennent importante et leur solubilité diminue, si la masse des agrégats
dépasse les forces qui les maintiennent en solution, ils peuvent devenir insolubles et se

précipiter.

Ag solubles + Ac précipitants spécifiques = Formation de complexes immuns

s & Y —'% ;ﬁ%

— Conditions optimales : Antigéne multivalent et anticorps spécifique donc rapport de

concentration optimum :
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Equivalence et conditions physicochimiques adaptées

(pH, T°, force ionique ...)= Formation d’un réseau tridimensionnel :

X:‘k @
S

o
\

I1.2.2. Les types de réaction de précipitation : Les tests d’immunoprécipitation reposent sur

Précipité : insoluble, visible

la formation d’un complexe antigéne-anticorps insoluble. Selon le milieu de réaction et la

méthode utilisée, ils peuvent étre classés en plusieurs techniques, comme I’illustre la figure 32.

Tests
d’immunoprecipitation

| Milicu liquide | | Milieu solide |
1
, [ o . |
Test de d=h1\f_1§t]lnt))de §
I’anneau Ng*l*i(“e“* d:;;'lger Immunodiffusion Immunodiffuasion
et kendall simple | double
Meéthode méthode de
d’Oudin Mancini
Meéthode
d’Ouchterlony

Immunoélectrophorése
de grabar et williams

|
—— |

‘ ¢€lectrophoreése ‘

Figure 32 : Les différents types de réaction d’immunoprécipitation
11.2.2.1. Immunoprécipitation en milieu liquide

a) Test de ’anneau (ring-test) : Techniques qualitatives, basées sur la diffusion des Ac et
des Ag solubles (non mélangé), qui aboutissent lorsqu’ il y a autant de paratope que
d'épitopes (a 1'équivalence) a la formation d’un anneau de précipitation (Figure33). Plus

il y a d'antigene, plus l'anneau est bas.
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—— Antigéne (soluble)

en exces
(=]

00 O

€
el

\‘C—kzgg Zone d’équivalence

précipité visible
/LT T Précipité
visible
)\"( >- Anticorps
> a8 Y en exces

A la zone d’équivalence, les antigénes (solubles) et les anticorps forment
des réseaux immuns insolubles qui précipitent : le précipité est visible.

Figure 33 : Le test de ’anneau (Ring test)
b) Technique de Heidelberg et Kendall :

On mélange dans des tubes une quantité constante d’Ac, et une quantité croissante d’Ag, on
centrifuge les tubes, et on compare la quantité de précipité en fonction de la concentration d’Ag
(Figure 34). En effet, dans la réaction de précipitation, si des quantités croissantes d’antigéne
soluble sont ajoutées a une quantité connue de sérum contenant I’anticorps a doser, on observe
dans un premier temps une corrélation directe entre la quantité d’antigéne apportée et la quantité
de précipité. La courbe de précipitation atteint alors un maximum et si la quantité d’antigéne

augmente encore, on note que la quantité de précipité tend cette fois a diminuer.

Concentration en
- antigé&ne

Quantité constante d'Ac
Quantité croissante d'Ag

quivalanc

Quar}'l'il'l'g c’ie. Excis
pI“ECIPITE danticorps
(Do 280nm)

Excés
d'antigénes

A chaque tube
correspond une
concentration d'Ag

»
[Antigéne]
1 2 3 4 5

Figure 34 : Expérience de Heidelberg et Kendall

% Situation d’excés d’anticorps : Lorsque de faibles quantités d’antigéne sont ajoutées a
I’anticorps, les complexes Ag/Ac sont formés dans des conditions ou 1’anticorps est en

exces. Ainsi, chaque molécule d’Ag est couplée a plusieurs molécules d’anticorps.
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% Zone d’équivalence : Au fur et a mesure que la quantité d’antigéne augmente, certains
anticorps vont pouvoir lier plusieurs antigenes différents. A la zone d’équivalence,
lorsque toutes les molécules d’Ac sont liées a deux molécules d’antigénes différentes,

il se forme alors un grand réseau qui favorise la réaction de précipitation.

X/
L X4

Situation d’excés d’antigéne : Lorsque la quantité d’antigene est trés élevée, seuls de
petits complexes peuvent se former, la taille réduite de ces complexes favorise leur
solubilité expliquant ainsi I’inhibition de la réaction de précipitation observée en exces

d’antigene (figure 35).

Quantité de précipité
A

Zone d’exceés d’Ac :
formation de plusieurs
complexes immuns
solubles.

A - | .
P bl I LY ol BN Ed -

>
Concentration de I'antigéne

Zone d’exces d’Ag :
formation de plusieurs
complexes immuns
solubles.

Zone d’équivalence : association des complexes immuns —
réseaux insolubles précipitant.

» X L.

' Anticorps (Ac) @ Antigéne (Ag) M Complexe immun

Figure 35 : Résultats d’expérience de Heidelberg et Kendall

¢) Immunonéphélémétrie et immunoturbidimétrie :

C’est des techniques d’immunoprécipitation quantitatives en milieu liquide. La précipitation de
complexes antigéne/anticorps en milieu liquide peut permettre un dosage treés précis des
antigenes. En effet, la formation de ces complexes entraine une augmentation de la turbidité du
milieu qui, a concentration d’anticorps constante, ne dépend que de la quantité de 1’antigéne a
doser. Les variations de turbidité du milieu sont mesurées a 1’aide d’un néphélémetre. Cet
appareil posséde un rayon laser dont le faisceau traverse la cuve ou a lieu la réaction
antigéne/anticorps. L’augmentation de turbidité du milieu entraine une déviation du faisceau
qui est analysée par des photomultiplicateurs et comparée a la déviation obtenue avec des
quantités connues d’antigéne. On en déduit la quantité d’antigéne présente dans 1’échantillon a
doser. Ce principe est couramment employé pour doser une multitude de protéines sériques

comme par exemples les immunoglobulines ou les fractions du complément. Deux techniques
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se différencient par 1’angle d’observation sous lequel la lumiére dispersée est mesurée, par

rapport a I’axe de propagation de la lumicre incidente :

> Immunonéphélémétrie :

v
v
v
v
» Immunoturbidimétrie :
v Technique quantitative
v

Traversée du mélange par un faisceau lumineux monochromatique de haute intensité.
Déviation de la lumiére par des complexes immuns en milieu liquide (figure36 A)
Mesure de la diffraction de la lumiére provoquée par les complexes immuns

Le néphélémetre est 1’appareil quantifiant I’intensité lumineuse dispersée.

Traversée du mélange par un faisceau lumineux (figure 36 B)

v' Mesure, au spectrophotométre, de I’absorbance de la lumiére par les complexes immuns

(lumiére absorbée et transmise)

Complexes antigéne-anticorps
P p g p

\ Source lumineuse

} monochromatique

Lentille

‘\ — optique
o%o,
N

| Néphélométrie |

B / Complexes anfigéne-anticorps

Source luminguse

Détecteur

.'ﬁ};; } monochromatique

Turbidimétrie

Figure 36 : Inmunonéphélémétrie (A), Immunoturbidimétrie (B)

11.2.2.2. Immunoprécipitation en milieu gélifié :

a) Immunodiffusion simple (Technique d’Oudin):

La technique d'immunodiffusion en tube de Oudin consiste a couler dans un tube une solution

d'agar contenant un antisérum (Ac) et de déposer sur I'agar apres gélification une solution d'Ag

qui diffusera dans le gel formant un gradient de concentration. La précipitation a lieu a 1'endroit

ou les concentrations en Ag et Ac correspondent a la zone d'équivalence (figure 37).
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1% agar + 99% eau

; *
Gélose avec *
des Ag A et B * i
LT = .

~ Formation des Le lieu de précipitation
Gélose avec des F arcs de I:> dépend des rapports de
Ac anti- A et anti -B < \€k précipitation concentration de chaque
_{ a I'équivalence couple Ag-Ac différent.

4

[‘ Antigéne B (Ag B) Y Anticorps anti-B }

* Antigéne A (Ag A) Y Anticorps anti-A

Figure 37 : Immunodiffusion simple

b) Immunodiffusion simple radiale (Technique de Mancini) :

R

¢ C’est une technique quantitative, consiste a incorporer des Ac spécifique dans la gélose

encore chaude (liquide) et couler sur une boite de Pétri ou plaque en verre.

%+ Dans des puits creusés dans 1'agarose, on dépose des quantités connues de I'antigéne,

ainsi que l'antigéne a doser.

% Aprés diffusion on observe des cercles de précipitation dont le diamétre est

proportionnel a la concentration d'antigene (figure 38).

Ac dans le gel Ac dans le gel
o o o o |2 @ o
T T T T
Ag Ag Ag Ag
1img 25mg 10mg adoser img 25mg 10mg adoser

diamétre2 (mm2)

1 2.'511 10
Ag (mg/ml)
5 mg/mi

Figure 38 : Technique de Mancini
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+ Donc I'établissement d'une courbe étalon a partir de solutions contenant des
concentrations connues et croissantes d'Ag permet de préciser la concentration d'une
solution inconnue du méme Ag par la simple mesure du diametre du cercle de
précipitation. On mesure le diametre du disque de I’échantillon a doser, on le rapporte sur

la courbe et on extrapole la concentration de cet antigéne (Figure38).

¢) Immunodiffusion double (Technique d’Ouchterlony):

% La méthode de double diffusion en gel d’Ouchterlony est une méthode
d'immunoprécipitation fondée sur la double diffusion Ag et Ac dans un gel en fonction
de leur PM. Elle permet I’analyse qualitative d’un mélange d’Ag en solution.

% Un gel d’agar est coulé dans une boite de pétri (ou une lame). Ensuite des puits sont

creusés dans le gel (solide) et sont remplis d’anticorps sérique, au centre, et les solutions

d’antigénes connus, en périphérie (figure 39).

Puits central :

sérum de lapin
hyperimmunisé contre
la sérumalbumine
bovine (BSA)

Puits périphériques :
: sérum de chévre

: sérum de porc

: sérum de lapin

: sérum de boeuf

: sérum de cheval
:BSA

OHsWN =

Figure 39 : Technique d’Ouchterlony
% Ce test est fréquemment utilisé pour comparer différentes préparations d'antigénes. La
méthode est appelée double car l'antigéne et 1'anticorps diffusent dans 1’agar et lorsque
I’Ag et I’Ac se rencontrent, ils se combinent et précipitent en donnant une ligne de

précipitation (au niveau des zones d’équivalence, proportions optimales) (figure 40).
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Antigéne Antlcorps sansS::t'Ir:orps avecS::l‘lr:orps
o’ - T , )" - (spécifique) (spécifique)
@ ® @ -~ ¥ = >
RS TOCRA  ERINE Vd Vi
< ammee °C I El 1 g - 4
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o @@’ ,,Er N Diffusion et
® o @ @ * -, % =X A < = -£{ > o forma::iol:\s::enl: ligne
e © - =) A < - \ de précipitation
® o & =) @ & A > > (B € 2L

Excés d’antigéne :
antigénes libres en excés,
peu ou pas de précipitation.

Zone d’équivalence :
formation de réseaux
insolubles —

Excés d’anticorps :
anticorps libres en exceés,

précipité maximal.

peu ou pas de précipitation.

-

Lecture de la réaction :
la ligne de précipitation n‘apparait
que du cété contenant les anticorps.

/

@ Antigéne (Ag) Y Anticorps (Ac) Complexe immun ]

R
o’

Figure 40 : le principe d’Immunodiffusion double

L)

Il est possible de comparer les arcs de précipitation de plusieurs préparations
antigéniques vis-a-vis d’'un méme antisérum (figure 41) :
1)

Les lignes issues de deux systémes antigénes-anticorps identiques fusionnent et se

raccordent pour former qu’une seule ligne continue : réaction d’identité antigénique.

2) Les lignes issues de deux systémes antigénes-anticorps, qui partagent une partie des
épitopes reconnus, se raccordent en donnant une image « en €peron » : réaction d’identité

partielle.

3) Les lignes formées par 2 systémes antigenes anticorps indépendants se coupent sans

interférer : réaction de non identité antigénique.

%)

I

O

Ce sont les mémes
antigénes : 'anticorps
se combine avec
complément.

Les antigénes ne sont
pas complétement les mémes,
ne se combinent

pas ou trés peu avec
complément.

&

Un des antigénes au

moins ne se lie pas :
pas de combinaison
avec complément.

Identité

Identité partielle

Pas d’identité

Ac
(anti-Ag,

[ M Antigéne A (Ag,)

* Antigéne B (Ag,)

Y Anticorps anti-Ag, J

Figure 41 : comparaison des arcs de précipitation Ac-Ag
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d) Immunoélectrophorese (Grabar et Williams) :

Cette technique renforce le pouvoir analytique des doubles diffusions en identifiant les
constituants d’un mélange par deux propriétés indépendantes, leur mobilité électrophorétique

et leur spécificité antigénique.

1) Dans un premier temps, les molécules antigéniques sont séparées grace a leur

différence de mobilité dans un champ électrique (figure 42).

1. séparation des antigenes

O O«@=50 O

©—0

Figure 42 : Immunoélectrophorese (séparation des antigénes)

2) Dans un deuxiéme temps, lorsque la séparation est jugée suffisante, un antisérum est
placé dans une rigole parall¢le au sens de migration des Ag (figure 43).

3) Ag et Ac diffusent librement dans le gel et donnent des arcs de précipitation.
L’identification des arcs et I’interprétation des résultats reposent sur les mémes bases

que dans la technique d’Ouchterlony.
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2. antisérum dans la gouttiére
gouttiére i - - -

3. diffusion et précipitation

Figure 43 : les étapes d’Immunoélectrophorése

e¢) Immunoélectrophorese en fusée (Technique de Laurell) :

Electro-immunodiffusion de Laurell ou électrophorése en fusée (rocket) est proche de la
technique de Mancini, la diffusion de 'antigéne est accélérée par un champ électrique. Le pH
du gel est choisi de fagon que les Ac soient immobiles (pI des Ig). La migration se fait dans une
seule direction, et le précipité ressemble a une fusée (rocket) ou a une flamme. La hauteur du

précipité est proportionnelle a la concentration de 1'antigéne. Des facteurs de la coagulation sont

dosés par cette méthode. Le résultat est accessible en quelques heures (figure 44).

lignes de précipitation

Ac dans le gel

Figure 44 : Immunoélectrophoréese en fusée (Technique de Laurell)
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f) Electrosynérese ou la contre-immunoélectrophorese :

Dans certains systémes et en choisissant judicieusement les conditions physico-chimiques de la
migration dans un champ électrique, il est possible de faire migrer I'Ag dans un sens et les Ac
de I'immunsérum dans le sens opposé. Ag et Ac migrent alors rapidement a la rencontre 1'un de
l'autre. Au niveau des zones d'équivalence, la réaction Ag-Ac conduit a la formation d'un arc de
précipitation. Cette technique a été proposée au début pour la détection de I'Ag associé a

I'hépatite B (Ag HBs) ou celle des Ac correspondants (figure50).

ELECTROSYNERESE
Courant électrique
+ ==L
3 Ac Ag 4 Gel avec tampon a
- - pH neutre ou légérement
~ alcalin (8-9)

Avec CEE ++++

Courant d’électro-endosmose
CEE

e Migration de I’Ag vers I'anode
e Migration de I’Ac vers la cathode

E == Exemple d’application :
2 ] recherche des anticorps dirigés
contre les antigenes nucléaires
solubles

!

Ligne ou arc de précipitation
dans la zone d’équivalence

Figure 45 : L’¢lectrosynérése

g) Immunofixation :

L‘ immunofixation est une technique immunologique permettant de mettre en évidence et de

L . . , , . .
préciser le typage d'une immunoglobuline monoclonale (myélome...), c’est une technique qui
associe une ¢électrophorése a une immunoprécipitation in situ, suivi d’une coloration. Cette

méthode est plus sensible et plus rapide que I'immunoélectrophorése.
C’est une technique proche de I'immunoélectrophoréese qui se fait en deux temps :

1) En premier temps, un mélange antigénique est soumis, en plusieurs pistes, a une
séparation électrophorétique en pH légerement alcalin (pH=8.2) (figure 51).

2) En deuxiéme temps, chaque piste électrophorétique est incubée avec un immun sérum
monospécifique qui précipite les fractions correspondantes. Apres lavage, seules ces

dernicres restent dans le gel ou elles sont révélées par un colorant des protéines.
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1 Imnun-sérums
mono Ppécifiques
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:--- - - 1
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(précipitation, laniges
et coloration)

it

Figure 46 : Technique d’Immunofixation
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I1.3. Réaction d’agglutination et d’hémagglutination :

La réaction d’agglutination : La réaction d’agglutination est une réaction immunologique au
cours de laquelle des anticorps se lient a des antigénes particulaires (cellules, bactéries ou
particules artificielles), provoquant leur regroupement en amas visibles appelés agglutinats.
Réaction d‘hémagglutination : c’est un type particulier de réaction d’agglutination dans
laquelle les anticorps se fixent sur des antigenes présents a la surface des globules rouges,
entralnant leur agglutination visible. Cette réaction est utilisée en immunohématologie,

notamment pour le groupage sanguin et la détection de certains anticorps ou antigenes.

Agglutination | &
\ Ag solubles P |
Ag particulaires o,

oV

‘ Particule-

Ag—

Figure 47 : Réaction d'agglutination
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I1.3.1. Les différents types d’agglutination : La réaction d’agglutination peut se présenter
sous plusieurs formes selon la nature des antigénes, des anticorps et du support utilisé. Les

principaux types d’agglutination sont décrits ci-dessous.

Tableau IV : Les types de réaction d’agglutination

ACTIVE PASSIVE

T T

C’est la fixation d’un Ac soluble
sur une surface inerte
P e oy 2 ’ indépendante de la réaction
Définition visible a I'ceil nu lorsque les artificielle résultante d'une Ac-Ag. C'est-a-dire la particule
Ac et les Ag forment un amas. faible quantité d'Ac et d'Ag. ne posséde pas naturellement
I’Ag donc on l'introduit
manuellement.

C’est une agglutination bien ~ C’est une agglutination

* Utilise des Ag naturellement | o 1 1o o defaibles La particule support est rendue
s particulaires (bactéries, AT ; antigénique par fixation
Caraf:herlst:ques hématies, levures...). Sandis dfalen s artificielle d'un Ag ou d’un Ac.
principales e Utilise un Ag particulaire et : inati i
« La réaction est rapide et g, pait e L agglutlnatlon' des par_tlclules
e un Ac non agglutinant. sur lesquelles I’Ag est fixé
visible a I'ceil nu. 2 : 2 ;
détermine la présence de I'Ac.
. e Détection d'anticorps » Recherche d'anticorps
B = Groupe?ge Sanguin ABO sériques (ex : anticorps spécifiques par agglutination
Utilisation / (hématies + antisérums). anti-streptolysine O). de particules sensibilisées
Exemple e ldentification de Dactarios o Détection de certains Ag (latex, hématies, billes...).
(agglutination sur lame). difficilement détectables par  * Tests de diagnostic rapides
agglutination directe. (ex : tests sur latex).

I1.3.1.1. Agglutination active directe :

Résulte de la mise en présence d’un antigéne particulaire (bactérie, globule rouge) avec un

anticorps agglutinant (figure 53). Elle se fait sur lame de verre, en tubes, ou sur plaque a puits.

. PN

Soa-2 4

Figure 48 : Agglutination active directe
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L'antigéne particulaire peut étre :

e Une bactérie, comme dans le sérotypage de Escherichia coli ou de Salmonella a 1'aide
d'antisérums spécifiques.

o Un parasite, notamment dans le cadre du sérodiagnostic de la toxoplasmose.

e Un globule rouge, utilis¢ en immunohématologie pour la détermination des groupes
sanguins.

X/
L X4

Exemple d’Agglutination active directe :

Le Test de Coombs direct : (test a I’anti-globulaire) : ce test étude des hématies du
patient pour rechercher la présence d’Ac spécifique et/ou de complément fixé sur les
globules rouges (figure 54). Une agglutination positive témoigne que les hématies du
patient ont déja fixé des anticorps pathogeénes. C’est le cas d’anémie hémolytiques auto-
immunes par autoanticorps anti érythrocytes, ou les anémies hémolytiques du nouveau-

né par anticorps maternels anti-Rhésus du nouveau-né par exemple.

ct / Test direct a I’antiglobuline

Réaction positive T

Artigéne a la
sitface du
. gobule rouge

Anticorps
¥ humain

anti-
éythrocytaire
Antiglobuline
Y (AGH, Réactif
de Coombs)

=\
Globules rouges sensibilisés (GRS), chez Ajout de I'antiglobuline Agglutination : Ponts formés par
un patient ayant une anémie hémolytique aux GRS lavés. I'antiglobuline fixée aux anticorps
immunologique. Anticorps humains fixes humains.
aux antigenes des globules.

Figure 49 : Test de Coombs direct
I1.3.1.2. Agglutination active indirecte (artificielle) :

Cette technique d’ Agglutination active indirecte est utilisée : pour le Phénotypage Rhésus (Le
Test de Coombs indirect). Elle résulte de la formation d’un complexe Ag particulaire et un
Ac non agglutinant, On utilise alors un 2éme réactif ou artifice, pour obtenir une agglutination

(figure 50), donc :

Dr BOUDJOU-MECHOUCHE S.



54
Chapitre 11 Techniques d’immunologie /

1) Ajout au milieu réactionnel des macromolécules qui pontent les Ac unis a des cellules
voisines. Exp : la BSA, le Dextran, le Ficoll.

2) Hydrolyse des glycoprotéines présentes a la surface des cellules par protéases (la
papaine, la fuscine, la broméline, la trypsine...).
Leur action permet une meilleure accessibilit¢ des Ag (mise en place de liaison
hydrophobe) et une redistribution des récepteurs aux Ag.

3) Utilisation d’Ac anti-Ac

NS
vy T Jr* —'i* *

Figure 50 : Agglutination active indirecte

>

% Test de Coombs indirect : Cette technique est utilisée pour rechercher un Ac non
agglutinant circulants (exemple : Ac anti-Rh). On utilise alors un Ac antiglobuline qui
provoque I’agglutination (figure 51). La réaction a lieu en 2 temps :

1) Les hématies Rh+ sont mises en présence du sérum a tester (fixation des Ac anti-Rh

s’ils sont présents).

2) Ajout de I’antiglobuline = anti-IgG humaine, ce qui provoque 1’agglutination si le sérum

contient des Ac anti-Rh.

‘indirect a I'antiglobuline

Réaction positive

21\

=
Anticorps d'un sérum Incubation des globules Complexes antigéne-anticorps  Ajout de I'AGH Agglutination car les
humain reconnaissant dans le sérum humain. a la surface des globules (GRS) apres lavage globules rouges sont
un antigene des GRS. sensibilisés.

érvthrocvtaire.

Figure 51 : Test de Coombs indirect
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I1.3.1.3. Agglutination passive :

Résulte de la formation d’un complexe Ag soluble mais rendu particulaire par fixation sur un

support (hématies, billes de latex, cristaux de cholestérol...) et un Ac agglutinant.
a) Les billes de latex ; I’Ag est fixé par simple contact (pH 8,2)

b) Les hématies ; I’ Ag est fixé par simple contact, par traitement a I’acide tannique, par fixation
chimique (glutaraldéhyde, di-nitro chlorobenzene...) ou par fixation immunologique (cas des

Ac dirigés contre des épitopes du GR).

» Cette technique d’Agglutination passive est utilisée : Test du latex et Waaler-Rose

pour la recherche du facteur rhumatoide (FR).

X/
L X4

Test au latex : Pour la recherche du facteur rhumatoide (FR: IgM dirigées contre le

fragment Fc des IgG) : tout d’abord, des IgG humaines sont fixées sur des particules de

latex. Ce support est mis a réagir avec le sérum du patient. S’il contient (le sérum du

patient) le FR, les particules du latex s’agglutinent sous forme d’agrégats (figure 52).
-

)O/ s, *"/

> 1
W
)\« ¢ 2 J—‘/r)\
i€y

1gG fixées sur des
particules de latex

,\-\/

Sérum contenant le
facteur rhumatoide
(1gM anti-IgG ) ?2?

Agglutination
Test positif

Figure 52 : Test au latex

>

¢ Test de Waaler-Rose : Test du Waaler-Rose pour la recherche du facteur rhumatoide
(FR) : tout d’abord des IgG de lapin sont fixées sur des hématies de mouton. Ce support
est mis a réagir avec le sérum du patient. S’il contient (le sérum du patient) le FR, les
hématies sensibilisées s’agglutinent sous forme d’un tapis au fond des puits des

microplaques (figure 53).
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v

Sérum du malade GR O Rh nég humains sensibilisés Hé lutinati
(FR IgM) par des Ac de lapin anti-GR humains émaggiutination

Figure 53 : Test de Waaler-Rose
1.1.1.1.Technique d’inhibition d’agglutination :

Cette technique permet de rechercher la présence d’un Ag dans un liquide biologique. Si cet Ag
est présent dans le liquide biologique, il se combine aux Ac spécifiques qui ne peuvent plus
alors agglutiner les hématies. Cette technique est utilisée pour le sérodiagnostic rougeole,

rubéole et le diagnostic de grossesse.

7/

% Test de grossesse :

Le test de grossesse consiste a rechercher la présence de 1'hormone gonadotrophine chorionique
humaine (hCG) dans les urines. Des globules rouges sensibilisés par I’hCG sont mis en présence
d'anticorps anti-hCG et de 'urine de la femme suspectée d'étre enceinte (figure 54). La présence
ou l'absence d'agglutination permet alors de déterminer si 'hCG est présente dans I'échantillon

urinaire. Ce principe est récapitulé dans le tableau V.

Tableau V : Le test de grossesse

CRITERES TEST POSITIF TEST NEGATIF

Oui Non
Agglutination

3 s - © 3
(formation de grumeaux visibles) S o

HGC dans l'urine

. Non Oui

(hosmone gonadotrophin (non détectée) (détectée)

chorionique humaine)

Réaction Equilibre Excés d’Ag

(quantité d’antigéne détectée) (quantité d’antigéne (quantité d’antigéne
dans la zone optimale) trop élevée)

Interprétation du test NON ENCEINTE ENCEINTE

(Conclusion) La quantité d’HCG est insuffisante La quantité élevée d’'HCG empéche
pour donner une agglutination. I'agglutination (effet de prozone).

o Principe du test : Le test de grossesse par agglutination détecte 'HCG dans I'urine. Lorsque la quantité d’'HCG est modérée,
une agglutination se produit. Si la quantité d’"HCG est trop élevée, I'agglutination ne se produit pas.
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EXEMPLES DE RESULTATS D’UN TEST DE GROSSESSE

TEST POSITIF TEST NEGATIF
(hCG présente) (hCG absente)

Agglutination visible

- Pas d’hCG
1 | Anticorps C . C —
| A anti-hCG ‘ : N &
T N
= s s
Vg

Urine X p > Pas d’agglutination
(avec peut-étre 4 visible 2 lignes apparaissent : 1 seule ligne apparait
des hCG) T - Présence ¢'hCG | une ligne contréle (C) au niveau contrdle (C)
e et une ligne test (T) et aucune ligne au
gl l niveau+test (M)

Test positif Test négatif

C: ligne controle (le test est valide)
T : ligne test (détection de I’"hCG)

Figure 54 : Principe du test de grossesse

I1.4. Réaction de neutralisation :
I1.4.1. Principe des réactions de neutralisation :

Ce sont des réactions spécifiques Ag-Ac permettant de mettre en évidence un Ac en utilisant
son pouvoir neutralisant sur un effet biologique visible d’un Ag. On I’utilise pour des Ag

possédant des activités enzymatiques, des activités hémagglutinantes ou des activités toxiques.
» Laréaction se déroule en 2 étapes :

1) 1ére étape : Mise en contact du liquide a tester (en général un sérum dans lequel on

recherche un Ac) avec I’Ag. On incube pour permettre une liaison Ag-Ac éventuelle de.

2) 2éme étape : On ajoute la cible de I’Ag et on observe si son effet biologique se produit.
L’absence d’effet biologique de 1’Ag sur la cible traduit la présence d’Ac en quantité

suffisante pour neutraliser son activité.
% Application : Détection et titrage d’Ac anti Streptolysine O (ASLO) :

La streptolysine O est une substance produite par les bactéries de type streptocoque (du groupe

A) lorsqu’elles infectent I’organisme. La présence de streptolysine déclenche une réaction
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immunitaire et la production d’anticorps antistreptolysine, qui visent a neutraliser la substance.

Ces anticorps portent le nom d’antistreptolysines O (ASLO).
I1.4.2. Titrage des anticorps anti-streptolysine o (aslo) par réaction de neutralisation

Le principe repose sur la recherche d’anticorps antistreptolysine (ASLO) dans le sérum du
patient suspecté d’infection streptococcique. Dans ce but, on utilise comme antigéne la
streptolysine, protéine produite par les streptocoques b-hémolytiques (groupe A, C ou G) et
capable de se fixer au cholestérol membranaire des cellules cibles (hématies, leucocytes...)

pour former des pores.
1) Dans un ler temps, on met en présence :

% Des quantités connues et croissantes de SLO réparties dans les cupules d’une barrette.

% Un volume constant du sérum a titrer (figure 55).

: S sans
quantité croissante de Streptolysine O (SLO) SLO

-

absence d’hémolyse — sédimentation hémolyse hémolyse totale sérum
partielle positif

Figure 55 : Titrage des anticorps anti-streptolysine o (aslo)

Pendant I’incubation, si le sérum contient des Ac anti-SLO (ASLO), ils se fixent grace a leurs
paratopes sur les épitopes spécifiques de la streptolysine et neutralisent son activité : on parle
de réaction de neutralisation de 1’activité. Si le sérum ne contient pas d’Ac anti-SLO, la

streptolysine n’est pas neutralisée.

2) Dans un second temps, pour révéler la réaction, on ajoute des globules rouges (figure

56) de lapin (cibles de la SLO). Apres incubation :

* S’il y a hémolyse : la SLO est active, elle n’a donc pas été neutralisée. Le sérum ne contient
pas d’ASLO.

Dr BOUDJOU-MECHOUCHE S.



59 :
Chapitre 11 Techniques d’immunologie /

* S’il n’y a pas d’hémolyse :
(figue 57).

la SLO a été neutralisée par les ASLO présents dans le sérum

1) ajout sérum
2) ajout GR

V. &

0

.

Figure 56 : le principe de la réaction de neutralisation

= Action de la SLO sur les hematies :

Hématies
SLO L’hémoglobine
érythrocytaire est
+ . . rejetée dans le
milieu
Lyse des
hématies

= Détection des ASLO par neutralisation :

des ASLO

+@
Fy —

Pas de lyse des
hématies, les SLO
sont neutralisées

Sérum qui contient
0 o

NEUTRALISATION

+@
Pas de

_.-
neutralisation

/-d;“--\-..

Sérum qui ne +
contient pas d°ASLO

| Lyse des hematies

Figure 57 : Neutralisation des ASLO
IL.5. Réactions de fixation du complément et hémolyse :
I1.5.1. Rappels sur le systéme du complément

Le systeme du complément est un ensemble de protéines synthétisées par les hépatocytes
présentes dans le plasma et la lymphe a 1’état inactif. Le complément se lie au complexe Ag-Ac
et ne peut pas lier l'anticorps libre. Lorsque I'Ag est complexé avec un Ac a la surface de la

cellule, le complément provoque la lyse de la cellule.
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Les protéines du complément sont thermolabiles et sont détruites par chauffage a 56 ° C pendant
20 a 30 min dans un processus appelé inactivation par la chaleur. L’activation des protéines du

complément (C’) se fait par :

» Contact avec les enveloppes des microorganismes.
» Liaison a un site particulier des Ac, démasqué lors de la formation d’un

complexe immun
L’activation des protéines du complément en cascade produit des composés a action :
» Cytolytique par formation du complexe d’attaque membranaire (CAM),
» Chimiotactique
» Opsonisante.
I1.5.2. Cytolyse provoquée in vitro par le Complément (C’) :
I1.5.2.1. Principe :

Le complexe antigeéne-anticorps fixe le complément. Mais la fixation du complément avec le
complexe Ag-Ac n'a aucun effet visible comme l'agglutination et la précipitation. Il est donc
nécessaire d'utiliser un systeme d'indicateurs (Figure 58). Le systéme indicateur est constitué
de GRM (globule rouge du mouton) recouvert d'anticorps anti-GRM. Le sérum test est inactivé
par chauffage a 56 ° C pendant 30 minutes pour détruire l'activité complémentaire du sérum
test et pour éliminer l'effet anti-complémentaire de certains inhibiteurs non spécifiques du

sérum.

X.Y..~ 3
K +YY ton —’;’gf' —*  NO HEMOLYSIS
Ab complements )¢. \-’ 4
O

Figure 58 : Systéme indicateur d’hémolyse

Ag
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I1.5.2.2. Procédure de test de fixation du complément :

1)
2)
3)
4)

5)
6)

7

Un antigene connu (cardiolipine / Ag viral) est mélangé avec le sérum du patient inactivé
Ajouter une quantité mesurée de complément dans le test,

Le systeme d'essai est incub¢ a 37°C pendant environ 1 heure.

Apres 1 heure, un systéme indicateur (GRM sensibilis€) est ajouté au test et a nouveau
incubé a 37 °C pendant 30 minutes.

Si Ag et Ac correspondent, ils forment un complexe Ag-Ac et utilisent un complément.
Observation des résultats :

» Si une hémolyse est observée : clle indique I'absence d'anticorps spécifiques
(anti-virus) dans le sérum du patient, de sorte qu'aucun complément n'a été
utilisé qui a lysé le GRM sensibilis¢ donnant I'hémolyse.

> Si aucune hémolyse n'est observée : cela indique que le sérum du patient
contient un anticorps qui réagit avec Ag pour former un complexe Ag-Ac puis
fixe le complément. De sorte qu'aucun complément n'est disponible pour les
globules rouges sensibilisés a I'hémolyse.

Interprétation des résultats :

CFT positif : si aucune hémolyse n'est observée, cela indique un test de fixation du
complément positif. La réaction antigéne-anticorps et la fixation du complément se
produisent, donc AUCUN complément libre n'est disponible pour lyser le GRM.

CFT négatif : si une hémolyse des globules rouges est observée, cela indique un test de
complément négatif. AUCUNE fixation du complément ne se produit, donc le

complément reste libre et il hémolyse le globule rouge (Figure 59).
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so the test is positive for the cells are lysed in the indicator
presence of antibodies. stage, so the test is negative.

Figure 59 : Fixation du complément et I’hémolyse

I1.5.2.3. Applications de CFT (test de fixation du complément) :

Le test de fixation du complément (TFC) a plusieurs applications, principalement dans le
domaine du diagnostic médical. Il est utilis¢ pour détecter des anticorps spécifiques dans le
sérum du patient, permettant ainsi de diagnostiquer une gamme d'infections virales,

bactériennes et parasitaires. Voici les principales applications du TFC :
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Tableau VI : Les principales applications du TFC

Domaine Maladies concernées Objectif du TFC

d'application (exemples)

O Infections virales Rougeole, oreillons, grippe, Détection des anticorps spécifiques

herpes, hépatites dirigés contre les virus.
O Infections Syphilis, tuberculose, Mise en ¢évidence d'anticorps
bactériennes brucellose, légionellose témoignant d'une infection
bactérienne.
O Infections Toxoplasmose, paludisme Recherche d'anticorps spécifiques
parasitaires (malaria), trypanosomiase, contre les parasites.
schistosomiase

O Epidémiologie et Ftudes de  prévalence, Evaluation de la circulation des agents
santé publique surveillance des zoonoses infectieux au sein d'une population et

suivi des maladies transmissibles.

% Méthodes utilisant un marqueur : observation indirecte
I1.6. Techniques Immunoenzymatique (ELISA)
I1.6.1. Définition :

La technique d'immuno- enzymologie, est une technique d'analyse par réaction entre antigénes
et anticorps et utilisant comme marqueur des enzymes.

I1.6.2. Principe du test ELISA

L’ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) est une technique immuno-enzymatique de
détection qui permet de visualiser une réaction Ag-AC grace a une réaction colorée produite

par l'action sur un substrat d'une enzyme préalablement fixée a l'anticorps.
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11.6.3. Types d’ELISA
11.6.3.1. ELISA direct :

Le test ELISA direct est le plus simple des formats ELISA. Il implique l'attachement direct d'un
antigéne a une surface, suivi de la détection par un anticorps conjugué a une enzyme. Cette

technique comporte les étapes suivantes (Figure 60) :

Etape 1 : Immobilisation de I’antigéne :

Une plaque de microtitration (généralement une plaque de 96 puits) est recouverte de I'antigéne
a détecter. Les puits de la plaque sont recouverts d'une solution contenant I'antigéne, qui adhére

a la surface par des interactions hydrophobes ou électrostatiques.
Etape 2 : Ajout de I'anticorps conjugué a I'enzyme :

Un anticorps spécifique a I'antigéne est ajouté. Cet anticorps est conjugué a une enzyme (par
exemple, la peroxydase de raifort (HRP) ou la phosphatase alcaline (AP)). L'anticorps se lie

spécifiquement a l'antigéne immobilisé.
Etape 3 : Lavage, ajout du substrat et mesure :

Les puits sont lavés pour éliminer les anticorps non liés, réduisant ainsi le bruit de fond. Un
substrat spécifique de 1'enzyme est ajouté. L'enzyme catalyse une réaction qui produit un signal
mesurable, généralement un changement de couleur. La quantit¢ de signal produit est
proportionnelle a la quantité d'antigéne présent dans 1'échantillon. Le signal est mesuré a l'aide

d'un lecteur de plaque a une longueur d'onde spécifique.

. N - - T™B
Z __substrate

Colored

product
HRP-labeled ‘ . .. o
primary Y 0,0 °
antibody _9 _,o - )
Antigen HL ' J '( H |
4 1\'\ A A\ A
_— ,\g"f = \g — = \g’ = = \g —_ ——— AR ‘\‘ —_

Figure 60 : Les étapes d’ELISA direct
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11.6.3.2. ELISA indirecte :

L'ELISA indirect repose sur la détection d'anticorps spécifiques dans un échantillon, en utilisant
un anticorps secondaire conjugué a une enzyme pour amplifier le signal. Ce type d’Elisa est

réalisé selon les étapes ci-dessous (Figure 61) :
Etape 1 : Fixation de ’antigene :

L’antigéne connu, spécifique a D’anticorps recherché, est incubé sur une plaque de

microtitration. L’antigéne va se fixer de maniére €lectrostatique au fond des puits.
Etape 2 : Fixation de ’anticorps a doser (anticorps primaire) :

L'échantillon (par exemple, du sérum ou du plasma) contenant les anticorps spécifiques a

l'antigeéne est ajouté aux puits. Les anticorps spécifiques se lient a I'antigéne immobilisé.

Etape 3: Fixation de D’anticorps de détection (I’anticorps secondaire conjugué a

I'enzyme) :

Les puits sont lavés pour €liminer les anticorps non liés, réduisant ainsi le bruit de fond.Un
anticorps secondaire, qui reconnait et se lie spécifiquement a I'anticorps primaire, est ajouté.
Cet anticorps secondaire est conjugué a une enzyme (par exemple, la peroxydase de raifort

(HRP) ou la phosphatase alcaline (AP)).
Etape 4 : Ajout du substrat (Révélation) :

Les puits sont de nouveau lavés pour €¢liminer les anticorps secondaires non liés. Un substrat
spécifique de l'enzyme est ajouté. L'enzyme catalyse une réaction qui produit un signal
mesurable, généralement un changement de couleur. La quantité de signal produit est
proportionnelle a la quantité d'anticorps primaires présents dans I'échantillon. Le signal est

mesuré a l'aide d'un lecteur de plaque a une longueur d'onde spécifique.
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I'anticorps spécifique une substance colorée

Figure 61 : ELISA indirect
11.6.3.3. ELISA Sandwich :

L'ELISA Sandwich est une technique de dosage immuno-enzymatique utilisée pour détecter et
quantifier des antigénes présents dans un échantillon. Cette méthode est appelée "sandwich"
car l'antigene cible est "pris en sandwich" entre deux anticorps (figure 62) : un anticorps de
capture et un anticorps de détection. Le principe repose sur l'utilisation de deux anticorps
spécifiques de l'antigeéne cible. Le premier anticorps (anticorps de capture) est immobilisé sur
une plaque, et le second anticorps (anticorps de détection), qui est conjugué a une enzyme,

permet la détection de 1'antigéne. Les étapes de cette technique sont comme suit :
Etape 1 : Immobilisation de l'anticorps de capture :

Une plaque de microtitration (généralement une plaque de 96 puits) est recouverte d'un
anticorps spécifique a l'antigeéne cible. Les puits de la plaque sont recouverts d'une solution
contenant l'anticorps de capture, qui adhere a la surface par des interactions hydrophobes ou

¢lectrostatiques.
Etape 2 : Ajout de I'échantillon contenant I’antigéne :

L'échantillon (par exemple, du sérum, du plasma ou un autre fluide biologique) contenant
'antigéne cible est ajouté aux puits. L'antigene se lie spécifiquement a l'anticorps de capture
immobilisé.

Etape 3 : Ajout de I'anticorps de détection :

Les puits sont lavés pour éliminer les composants non liés de I'échantillon, réduisant ainsi le

bruit de fond. Un anticorps secondaire, également spécifique de l'antigéne, est ajouté. Cet

anticorps de détection est conjugué a une enzyme (par exemple, la peroxydase de raifort (HRP)
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ou la phosphatase alcaline (AP)). L'anticorps de détection se lie spécifiquement a l'antigéne

capturé, formant ainsi le "sandwich".

Etape 4 : Ajout du substrat : Les puits sont de nouveau lavés pour éliminer les anticorps de
détection non liés. Un substrat spécifique de I'enzyme est ajouté. L'enzyme catalyse une réaction
qui produit un signal mesurable, un changement de couleur. La quantité de signal produit est
proportionnelle a la quantité d'antigéne présent dans 1'échantillon. Le signal est mesuré a 'aide
d'un lecteur de plaque a une longueur d'onde spécifique.

Sandwich ELISA
@b [ 2] © [ 4 [ 5 ]

TMB Colored
Substrate Product

Biotin Labeled T
Detection Antibody Streptavidin-HRPO

® K Bt . Sand

Antigen

Capture Antibody

Blocking Buffer

Figure 62 : ELISA sandwich
11.6.3.4. L'ELISA compétitive

L’ELISA compétitif est une technique immuno-enzymatique de dosage reposant sur une
compétition entre I’antigéne (ou 1’anticorps) présent dans 1’échantillon et une quantité connue
d’antigéne (ou d’anticorps) marqué par une enzyme pour se fixer sur un site de liaison
spécifique. L’intensité du signal obtenu est inversement proportionnelle a la concentration de

I’analyte présent dans 1’échantillon (figure 63).

Etapes :

1. Immobilisation de l'anticorps ou de I'antigéne :
o Une plaque de microtitration (généralement une plaque de 96 puits) est
recouverte d'un anticorps spécifique ou d'un antigéne cible. Les puits de la
plaque sont recouverts d'une solution contenant l'anticorps ou l'antigéne, qui

adhere a la surface par des interactions hydrophobes ou électrostatiques.
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2. Blocage :
o Les sites non spécifiques de la plaque sont bloqués avec une solution bloquante
(par exemple, du lait en poudre ou du sérum d’albumine bovine) pour éviter la

liaison non spécifique des réactifs.

3. Ajout de l'échantillon et de I'antigene ou de I'anticorps marqué :

o L'échantillon contenant I'antigéne ou I'anticorps cible est ajouté aux puits, en
méme temps qu'une quantit¢ connue d'antigéne ou d'anticorps marqué par une
enzyme. Les deux compétissent pour la liaison aux sites spécifiques sur
l'anticorps ou l'antigéne immobilisé.

4. Lavage :

o Les puits sont lavés pour €éliminer les antigénes ou anticorps non liés, réduisant

ainsi le bruit de fond.
5. Ajout du substrat :

o Un substrat spécifique de l'enzyme est ajouté. L'enzyme catalyse une réaction

qui produit un signal mesurable, généralement un changement de couleur.
6. Mesure :

o La quantité de signal produit est inversement proportionnelle a la concentration
d'antigeéne ou d'anticorps dans 1'échantillon. Plus il y a d'antigéne ou d'anticorps
dans 1'échantillon, moins il y a d'antigéne ou d'anticorps marqué lié, et donc
moins le signal est fort. Le signal est mesuré¢ a I'aide d'un lecteur de plaque a une
longueur d'onde spécifique.

€D SN G 3
999 o L
DO
e To R antibody or deteation protain to bind D T T e T i
e Dt (gt bIUG). Frot antibedy wil

bind to the competitor.

)

Add enzyme-conjugated secondary Add the detection substrate and Add the stop solution. The color
antibody and incubate with bound incubate. The reaction will produce will shift from blue to yellow and
primary antibody. a blue color in the solution. can then be read for absorbance.

Figure 63 : ELISA compétitive
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11.6.4. Application de la technique d’Elisa

La technique ELISA est polyvalente et ses applications sont vastes, couvrant les domaines de
la recherche biomédicale, du diagnostic clinique, de la pharmacologie, de la sécurité alimentaire

et méme de 1I’environnement (tableau VII).

Tableau VII : Applications principales de la technique ELISA

Domaine d'application  Applications principales

Diagnostic médical Détection des maladies infectieuses (VIH, hépatites, COVID-19,

syphilis), diagnostic des allergies et dosage de biomarqueurs de

maladies.
Recherche Quantification des cytokines et protéines immunitaires, ¢tude des
biomédicale biomarqueurs et évaluation de la réponse vaccinale.
Pharmacologie et Controle des médicaments biologiques, suivi thérapeutique et
controle qualité détection de marqueurs de toxicité.

Industrie alimentaire = Détection des allergénes alimentaires, controle des
contaminations microbiennes et vérification de l'authenticité des

produits.

Environnement Détection des contaminants (pesticides, mycotoxines, métaux
lourds) et surveillance de la pollution biologique des eaux et des

sols.

I1.7. Technique d’immunofluorescence

La technique d’immunofluorescence est une méthode de laboratoire qui utilise des anticorps
marqués avec des molécules fluorescentes pour détecter la présence et la localisation
d'antigenes spécifiques dans des échantillons biologiques. Cette technique est particulierement
utilisée en recherche biomédicale et en diagnostic clinique pour étudier les cellules, les tissus,
et divers agents pathogenes. Elle est basée sur la liaison spécifique entre un anticorps et son
antigéne cible, ce qui permet de visualiser des structures microscopiques avec une grande
précision.
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I1.7.1. Principe de la technique d'immunofluorescence

L'immunofluorescence repose sur la capacité d'un anticorps marqué avec un fluorochrome (un
colorant fluorescent) a se lier spécifiquement & un antigéne. Lorsqu'ils sont exposés a une
lumiére d'excitation d'une longueur d'onde spécifique, ces fluorochromes émettent une lumiére

visible, permettant ainsi de détecter 'emplacement de l'antigéne dans 1'échantillon (figure 64).

La lecture s’effectue a I’aide d’un microscope a fluorescence. Cette technique utilise plusieurs

types de molécules fluorescentes : Fluorescéine isothiocyanate ou Rhodamine.

Excitation UV par la Emission de fluorescence
lampe du microscope

Autoanticorps
du patient

Lame avec préparation cellulaire (antigénes) en spots

Figure 64 : Principe de I’'immunofluorescence
I1.7.2. Types de techniques d'immunofluorescence
I1.7.2.1. Immunofluorescence directe

L'immunofluorescence directe est une technique de laboratoire utilisée pour détecter la présence
d'antigénes spécifiques dans des cellules ou des tissus. Elle repose sur 1’utilisation d’anticorps
marqués par un fluorochrome (une molécule fluorescente) qui se fixe directement sur la cible

(I’antigene) dans I’échantillon.
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» Etapes de l'immunofluorescence directe :

1. Préparation de I’échantillon : Les cellules ou tissus sont fixés et placés sur une lame

de microscope.

2. Ajout de ’anticorps fluorescent : On applique un anticorps spécifique a I’antigéne que
I’on souhaite détecter. Cet anticorps est directement conjugué a un fluorochrome

(comme la fluorescéine ou la rhodamine).

3. Fixation de I’anticorps sur I’antigéne : L'anticorps se lie a l'antigéne s'il est présent

dans 1'échantillon.

4. Observation au microscope a fluorescence : L’échantillon est observé sous un
microscope a fluorescence qui excite les fluorochromes, rendant les complexes

antigéne-anticorps fluorescents visibles.

Direct
Immunofluorescence
Fluorophore / Enzyme

;
Primary antibody
\-V :“”, Z’f’
5PV’
Primary

Antibody

Direct
immunofluorescence assay

Figure 65 : Principe de I'immunofluorescence direct
11.7.2.2. L'immunofluorescence indirecte (IFI)

L'immunofluorescence indirecte est une autre technique de détection d'antigénes dans des
échantillons biologiques, similaire a l'immunofluorescence directe, mais avec une étape
supplémentaire qui améliore la sensibilité. Plutot que d’utiliser un anticorps primaire marqué
directement avec un fluorochrome, cette technique utilise un anticorps secondaire fluorescent

qui se lie a un anticorps primaire spécifique de l'antigéne (figure 66).
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» Etapes de l'immunofluorescence indirecte

1. Préparation de I'échantillon : Les cellules ou les tissus sont préparés, fixés, et placés

sur une lame de microscope.

2. Ajout de I'anticorps primaire : Un anticorps spécifique a I'antigéne cible est appliqué

sur 1'échantillon. Cet anticorps primaire n'est pas marqué.

3. Ajout de I'anticorps secondaire fluorescent : Apres un ringage pour €liminer 1'exces
d'anticorps primaires, on ajoute un anticorps secondaire marqué avec un fluorochrome.

Cet anticorps secondaire reconnait et se lie spécifiquement a l'anticorps primaire.

4. Observation au microscope a fluorescence : Comme dans l'immunofluorescence
directe, I'échantillon est observé sous un microscope a fluorescence, et le fluorochrome

de I’anticorps secondaire est excité pour révéler I'emplacement de l'antigene cible.

Indirect
Fluorophore / Enzyme Immunofluorescence

=Fluorophore Secondar
Secondary antibody KZ\\PVN:} Antibodyy
7 N

’“"§ =5 g.?l'
»
Z =

Primary antibody

Primary ’

Antibody

Indirect
immunofluorescence assay

Figure 66 : Principe de I’'immunofluorescence indirect

I1.7.3. Applications de P’immunofluorescence : Griace a sa grande spécificit¢ et a la
visualisation directe des structures biologiques au microscope a fluorescence, elle est largement
utilisée en diagnostic médical, en recherche biomédicale et en biologie cellulaire. Le tableau
suivant présente les principales applications de cette technique. Les principales applications de

I’immunofluorescence sont résumées dans le tableau VIII.
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Tableau VIII : Applications de I’immunofluorescence

Domaine Description

d'application

Diagnostic médical Utilisée pour détecter des pathogenes (virus, bactéries) ou des
marqueurs de maladies auto-immunes dans les échantillons

biologiques et les tissus.

Recherche en biologie Permet de localiser des protéines spécifiques dans les cellules,
cellulaire contribuant a 1'étude de leurs fonctions, de leur distribution et de

leurs interactions.

Histopathologie Employée pour l'analyse des tissus afin d'identifier des marqueurs

associés aux cancers et a diverses pathologies.

Virologie et Utilisée pour la détection et 'identification d'infections virales ou

microbiologie bactériennes spécifiques.

I1.8. Techniques de dosages radio-immunologique :

Les dosages radio-immunologiques sont des techniques qui permettent de mesurer des
concentrations extrémement faibles de substances dans le sang, comme les hormones, les
antigenes, ou les médicaments, grace a 1’utilisation d’isotopes radioactifs. Cette technique
repose sur le marquage de 1’antigéne (Ag) ou de I’anticorps (Ac) a I’aide d’un isotope radioactif,
tel que I’iode 125 (*1251), le tritium (“3H) ou le carbone 14 (*14C), suivie d’une mesure de la
radioactivité du complexe formé a 1’aide d’un compteur de radioactivité, exemple : compteur 3

(H3...), compteur y (I'*..)).
I1.8.1. Les types de radio-dosage immunologique :
I1.8.1.1. Radio-immunodosage par compétition / RIA (Radio Immuno Assay) :

Le RIA repose sur une réaction de compétition entre un antigéne marqué radioactivement et
I’antigene présent dans 1’échantillon, tous deux en compétition pour se lier a un anticorps

spécifique (figure 67).
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Figure 67 : Le principe de la Radio-Immunoassay (RIA)
> Ktapes de la Radio-Immunoassay (RIA) par compétition
1. Préparation de I'antigéne marqué : Un antigéne spécifique est couplé avec un isotope
radioactif (comme 1'iode-125).
2. Compétition entre antigénes : On ajoute dans le tube de réaction un anticorps
spécifique de cet antigene. L'antigéne radioactif (marqué) et I'antigene de I'échantillon
(non marqué) entrent en compétition pour se lier aux sites disponibles sur I'anticorps.
3. Formation de complexes antigéne-anticorps : Plus la concentration d'antigéne non
marqué (de I'échantillon) est élevée, moins 'antigéne marqué pourra se lier a I'anticorps,
et vice versa.
4. Séparation et mesure de la radioactivité : Une fois que les complexes antigéne-

anticorps sont formés, il faut séparer les complexes liés du reste des antigenes libres.
On mesure ensuite la radioactivit¢ de la fraction lie, qui est inversement

proportionnelle a la quantité d'antigéne non marqué (cible) présente dans 1'échantillon.

11.8.1.2. Dosage Radio Immuno métrique / IRMA : Immuno Radio Metric Assay

Contrairement au radio-immunodosage par compétition (RIA), I'RMA utilise un anticorps

radiomarqué pour se lier directement a l'antigéne cible, offrant une sensibilité accrue et une

meilleure spécificité (figure 68).
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> Etapes de I'lmmuno Radio Metric Assay (IRMA)

1. Capture de I'antigéne par un premier anticorps : Dans le test IRMA, I'échantillon est
d'abord incubé avec un anticorps de capture spécifique, fixé sur une surface solide

(comme un tube ou une bille).

2. Ajoutd'un anticorps radiomarqué : Apres la fixation de I'antigéne cible sur I'anticorps
de capture, un deuxiéme anticorps marqué avec un isotope radioactif (par exemple,
l'iode-125) est ajouté. Cet anticorps se lie a un autre épitope de 1'antigene, formant un «

sandwich » autour de l'antigeéne.

3. Mesure de la radioactivité : Apres la formation du complexe sandwich, on élimine les
anticorps marqués non liés. La radioactivité mesurée est directement proportionnelle a

la quantité d'antigéne dans 1'échantillon.

%y ¥
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Etape 1: Etape 2: Etape 3: Etape 4:
Support solide saturé par des Addition de I'Ag Lavage (élimination Révélation par un Ac*
Ac spécifiques non marqué a doser des Ag non fixés) par un radioisotope

Y Ac spécifique non marqué . Antigéne (Ag) a doser A ‘ Antigenes présents dans I'échantillon X Ac* marqué par un radioisotope

Figure 68 : Principe de I'lmmuno Radio Metric Assay (IRMA)
% Différences entre IRMA et RIA

o Sensibilité accrue : L'TRMA est souvent plus sensible que le RIA car il n'y a pas de
compétition entre l'antigéne marqué et l'antigéne non marqué. Cela permet de détecter

des concentrations plus faibles de la molécule cible.

o Proportionnalité directe : Contrairement au RIA (ou la radioactivité est inversement
proportionnelle a la concentration d'antigéne), dans I'TRMA, la radioactivité mesurée est

directement proportionnelle a la concentration d'antigéne.
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I1.8.2. Les applications de radio-dosage immunologique

Ces techniques ont diverses applications dans plusieurs domaines médicaux et biologiques,

grace a leur haute sensibilité et précision pour mesurer de faibles concentrations de molécules

spécifiques. Voici quelques applications principales (tableau IX) :

Tableau IX : Les applications de la radio_dosage immunologique

Domaine

d’application

Utilisation principale

Exemples

Endocrinologie

Diagnostic des

maladies

infectieuses

Oncologie

Pharmacologie

Immunologie

Mesure des hormones circulantes

dans le sang afin d'évaluer le

fonctionnement  des  glandes
endocrines.

Détection d’anticorps ou
d’antigénes  spécifiques  pour

identifier une infection.

Recherche et suivi de marqueurs
tumoraux pour le diagnostic et la

surveillance des cancers.

Dosage des médicaments dans le
sang afin d’adapter les traitements

et éviter la toxicité.

Quantification des molécules
impliquées dans la  réponse
immunitaire.

Insuline, TSH, T3, T4, hormone de

croissance, hormones stéroidiennes.

VIH, hépatites virales, infections a

Salmonella.

Antigéne carcino-embryonnaire

(CEA), autres marqueurs tumoraux.

M¢édicaments a marge thérapeutique
étroite (anticonvulsivants,

immunosuppresseurs, etc.).

Anticorps, cytokines, protéines

immunitaires.
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I1.9. Vaccination et sérothérapie :

La vaccination et la sérothérapie sont deux méthodes de protection contre les maladies
infectieuses reposant sur les mécanismes du systéme immunitaire. Bien qu'elles aient le méme
objectif, elles different par leur mode d'action : la vaccination stimule l'organisme afin qu'il
produise ses propres défenses immunitaires, tandis que la sérothérapie apporte directement des
anticorps préts a agir. Ces deux approches jouent un role essentiel dans la prévention et le

traitement de nombreuses maladies.
11.9.1. Types d’immunité spécifique :

11.9.1.1. Immunité active : c¢’est un type d’immunité acquise qui se développe lorsque le
systéeme immunitaire est stimulé a produire des anticorps et des cellules mémoires en réponse
a un agent pathogéne ou un antigene. Cette immunité peut durer longtemps, parfois toute la vie,
car I’organisme garde une "mémoire" de I’agent pathogeéne, permettant une réponse plus rapide

et efficace lors de futures expositions.
Il existe deux maniéres principales de développer une immunité active :

» Immunité Active Naturelle: Elle se produit lorsqu'une personne est exposée
naturellement a un agent pathogeéne, comme un virus ou une bactérie, et développe une
réponse immunitaire.

e Exemple : Lorsqu’on attrape une maladie comme la varicelle, le systeme
immunitaire réagit en produisant des anticorps et des cellules mémoires. Si la
personne est de nouveau exposée au virus de la varicelle, elle sera protégée grace a
cette mémoire immunitaire.

» Immunité Active Artificielle : Elle est acquise par I’administration d’un vaccin qui
contient des antigeénes (versions inoffensives ou atténuées du pathogene) pour stimuler

la production d'anticorps et de cellules mémoires.

o Exemple : Les vaccins contre la rougeole, les oreillons et la rubéole (ROR) permettent
au systéme immunitaire de se préparer a combattre ces virus si la personne y est exposée

a l'avenir.
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% Caractéristiques de I’Immunité Active

e Durabilité : Elle est généralement de longue durée, parfois a vie, en particulier pour

certains agents pathogenes ou aprés certaines vaccinations.

o Temps de réponse : La premicre réponse est plus lente car le corps prend quelques jours
pour produire des anticorps et des cellules mémoires. Cependant, les expositions futures

a l'agent déclenchent une réponse beaucoup plus rapide.

e Mémoire Immunitaire : L’immunité active repose sur la mémoire immunitaire,

permettant une meilleure protection lors de futures infections.

11.9.1.2. Immunité passive est un type d’immunité acquise ou une personne re¢oit des
anticorps produits par une autre source, plutot que de les fabriquer elle-méme. Contrairement a
I’immunité active, qui est durable et développée par 'organisme en réponse a une infection ou
une vaccination, I’immunité passive offre une protection immédiate mais temporaire, car les

anticorps recgus finissent par disparaitre sans laisser de mémoire immunitaire durable.
11 existe deux types principaux d’immunité passive :

» Immunité Passive Naturelle : Elle se produit naturellement lorsqu’une mére transmet

des anticorps a son enfant, généralement par deux voies principales :

o Pendant la grossesse : Les anticorps de la meére, en particulier les
immunoglobulines de type G (IgQG), traversent le placenta et protegent le feetus

contre certaines infections pendant les premiers mois de sa vie.

o Pendant I’allaitement : Le lait maternel, notamment le colostrum (produit dans
les premiers jours aprés la naissance), contient des anticorps (surtout les
immunoglobulines de type A, ou IgA) qui aident a protéger le nourrisson contre

les infections gastro-intestinales et respiratoires.

Ces anticorps offrent une protection temporaire, jusqu’a ce que le systeme immunitaire du bébé

commence a produire ses propres anticorps.

» Immunité Passive Artificielle : Elle se produit lorsqu’on injecte directement des

anticorps dans 1’organisme pour offrir une protection rapide contre une infection ou une
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toxine. Cela peut étre nécessaire en cas d’exposition récente a un agent pathogene

dangereux, ou lorsqu’une personne est immunodéprimée.
e Exemples :

o Sérum antitétanique : Aprés une exposition a une plaie contaminée, on peut
administrer un sérum contenant des anticorps antitétaniques pour prévenir le

tétanos.

o Sérum antirabique : Si une personne est mordue par un animal potentiellement
porteur de la rage, un sérum contenant des anticorps antirabiques peut étre

administré pour prévenir I’infection.

o Traitements par anticorps monoclonaux : Dans certaines infections comme la
COVID-19, des anticorps monoclonaux spécifiques sont parfois administrés

pour offrir une protection temporaire.

La protection offerte est généralement temporaire, de quelques semaines a quelques mois, car
les anticorps injectés finissent par étre dégradés et ne stimulent pas la production de cellules

mémoires.
Caractéristiques de ’Immunité Passive

e Durée de protection limitée : La protection ne dure que le temps de vie des anticorps
introduits (environ 2 a 3 semaines), car le corps ne produit pas de nouvelles cellules

mémoires.

o Protection immédiate : Contrairement a I’immunité active, qui peut prendre plusieurs
jours ou semaines pour se développer, 'immunité passive agit instantanément, ce qui

est particulierement utile dans les situations d'urgence.

I1.9.2: Vaccination : La vaccination est une méthode de prévention des maladies infectieuses
qui consiste a introduire dans I'organisme une version inoffensive d'un agent pathogene (ou une
protéine de cet agent) pour stimuler le systéme immunitaire. Cela permet de créer une mémoire
immunitaire qui, en cas de future exposition au véritable agent pathogene, permet au corps de

réagir plus rapidement et efficacement, évitant ainsi la maladie ou réduisant sa gravité.
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11.9.2.1 : Comment fonctionne la Vaccination ?

La vaccination fonctionne en simulant une infection pour provoquer une réponse immunitaire
sans causer la maladie. Le systtme immunitaire identifie des fragments spécifiques du
pathogeéne (comme une protéine ou un antigéne) et produit des cellules immunitaires et des

anticorps qui reconnaitront et attaqueront le pathogeéne réel en cas de future infection.

1. Présentation de I'antigene : Le vaccin contient un antigéne, qui est une version

affaiblie, inactivée, ou partielle du pathogene, comme une protéine ou un ARN.

2. Réponse immunitaire primaire : Lors de la premicre exposition a cet antigéne, le
systéme immunitaire produit des anticorps et des cellules mémoires spécifiques a

l'antigene.

3. Mémoire immunitaire : En cas d’exposition ultérieure au pathogéne réel, ces cellules

mémoires réagissent plus rapidement et efficacement, neutralisant I’infection.

11.9.2.2 : Les vaccins ; sont constitués de différentes manicres : certains contiennent une
version affaiblie ou inactivée de l'agent pathogeéne, d'autres utilisent seulement une partie
spécifique du pathogéne (comme une protéine ou un antigene), et les vaccins plus récents,
comme les vaccins a ARN, contiennent des instructions pour que les cellules du corps

produisent elles-mémes une protéine du pathogene, déclenchant ainsi une réponse immunitaire.
11.9.2.3. Types de vaccins

> Les vaccins a germes vivants atténués : A partir de bactéries ou de virus vivants que
I’on a fait muter pour qu’ils perdent leur caractére infectieux mais pas leur caractére
antigénique. Exemples : Rougeole, oreillons, rubéole (ROR), Fiévre jaune, Varicelle,
BCG (tuberculose).

> Les vaccins a2 germes inactivés (tués) : Préparés a partir de cultures microbiennes
inactivées par divers procédés : chaleur, formol (le vaccin contre la coqueluche).
Exemples : Poliomyélite, Hépatite A, Rage.

» Vaccins 2 sous-unités, conjugués ou polysaccharidiques : Contiennent des parties
spécifiques de l'agent pathogeéne (protéines, sucres) pour stimuler une réponse ciblée.

Exemples : Hépatite B, Papillomavirus humain (HPV), Pneumocoque Méningocoque.
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Vaccins a ARNm : Fournissent des instructions génétiques (ARNm) aux cellules pour
fabriquer une protéine spécifique de 1’agent pathogéne. Cela déclenche une réponse
immunitaire. Exemples : COVID-19.

Vaccins vectoriels : Utilisent un virus inoffensif (vecteur) pour transporter le matériel
génétique codant pour une protéine de I’agent pathogéne cible. Exemples : COVID-19,
Ebola.

Vaccins a toxoides : Contiennent des toxines inactivées produites par I'agent pathogene.
Protegent contre les effets toxiques de l'infection. Exemples : Tétanos, Diphtérie.
Caractéristiques générales et modalités d’utilisation des vaccins

Différents produits sont généralement ajoutés aux vaccins (adjuvants, stabilisants,
diluants, antibiotiques) nécessaires a 1’efficacité et a la conservation du vaccin.
L'association des vaccins augmente leur pouvoir immunogeéne. Ces vaccins contiennent
plusieurs antigénes permettant de protéger contre plusieurs maladies en méme temps.
Exemples : ROR (Rougeole, Oreillons, Rubéole) et DTCoQ (Diphtérie, Tétanos,
Coqueluche).

De nombreux vaccins sont préparés a partir de plusieurs souches afin de conférer
une protection contre plusieurs variantes ou sérotypes d’un méme agent pathogene. Cela
permet d’augmenter leur efficacité et leur couverture pour prévenir des infections
causées par différentes formes du méme micro-organisme.

Nécessité de faire plusieurs injections ((Doses de rappel) : La premicre série

d’injections est renforcée par des rappels pour maintenir I’immunité a long terme.

11.9.2.4. Les modes d'administration des vaccins dépendent de la nature du vaccin, de

'age de la personne vaccinée et de la meilleure voie pour stimuler une réponse immunitaire

efficace. Voici les principales voies d’administration :

Injection (voie parentérale) : Intramusculaire (Vaccin DTP), Sous cutanée (Vaccin
ROR), Intradermique (Test tuberculinique, BCG).
Voie orale (Vaccin contre la poliomyélite).

Voie intranasale (grippe saisonniére).
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11.9.3. Sérothérapie : La sérothérapie est I’utilisation thérapeutique d’immun sérums ou
d’anticorps. C’est un geste curatif (=soignant) réalisé aprés une contamination pour compléter
I’action naturelle du systéme immunitaire. Les anticorps présents dans le sérum agissent en
neutralisant directement les agents pathogenes (bactéries, virus) ou leurs toxines. Contrairement
a la vaccination, qui stimule la production d’anticorps par le systéme immunitaire du patient

(immunité active), la sérothérapie fournit une immunité immeédiate, bien que temporaire.
11.9.3.1. Origine du sérum :

» Produits a partir du sang d’animaux (généralement des chevaux) immunisés contre un
agent pathogene. Exemple : sérum antitétanique ou antisérums contre les venins de
serpents.

» Sérums préparés a partir de dons de plasma de personnes immunisées. Exemple :
immunoglobulines contre la rage ou I’hépatite B.

11.9.3.2. Exemples d’utilisation de la sérothérapie : La sérothérapie est utilisée pour :

» Corriger une déficience ou pour modifier I'état immunitaire au cours de maladies :
Leucémie, un myélome (cancer de la moelle osseuse), ou a des infections récidivantes
chez les immunodéprimés

U Neutralisation d'une toxine : Les immunoglobulines antitétaniques, immunoglobulines
antidiphtériques

» Des immunoglobulines anti-venin d'origine plasmatique équine destinées au traitement des

morsures de viperes
» Inhibition d'un processus infectieux (rage, hépatite, rubéole)
» Immunoglobuline anti-Rhésus
» Immunoglobulines contre les rejets de greffes, traitement de certains lymphomes.
11.9.3.3. Effets indésirables de la sérothérapie

¢ Transmission d'agents infectieux
% Chocs anaphylactiques
%+ Céphalées, des arthralgies-myalgies, des douleurs thoraciques, fiévre, prurit...

¢ Réactions allergiques.
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I1I. Dysfonctionnement du systeme immunitaire

Le dysfonctionnement du systéme immunitaire survient lorsque ce dernier ne fonctionne pas

correctement, entrainant des conséquences variées pour la santé. On distingue :
Le dysfonctionnement par excés : L’hypersensibilité et maladies auto-immunes.
Le dysfonctionnement par défaut : déficit immunitaire ou immunodéficience.

L'allergie est une réaction excessive et anormale du systéme immunitaire face a une substance
généralement inoffensive pour la plupart des individus, appelée allergéne. Cette réponse
implique principalement des anticorps IgE et des cellules immunitaires, déclenchant divers

symptomes pouvant aller de légers a graves.
II1.1. L'hypersensibilité :

I11.1.1. Définition : désigne une réponse exagérée ou inappropriée du systéme immunitaire a
des substances souvent inoffensives ou a des stimuli. Cette réponse entraine des dommages

pour I’organisme, en raison d’une réaction excessive ou prolongée.
I11.1.2. Types de I’hypersensibilité :

Les types d’hypersensibilité sont classés selon la classification de Gell et Coombs en quatre

grands types (I a IV), en fonction du mécanisme immunologique impliqué.

Les hypersensibilités sont de 2 types

———

1-a médiation humorale 2-2 médiation cellulaire
¥ ]

A. hypersensibilité de type I ou anaphylaxie
(IgE): immédiate de quelques minutes

B. hypersensibilité de type II ou cytotoxique
(IgG) : immmediate

C. hypersensibilité de type III ou a complexes

immuns (IgG) : semi- retardée

A. hypersensibilité de type IV
ou retardée : de 48h a 72h

I11.1.2.1. Hypersensibilité de type I — Immédiate :

L'hypersensibilit¢é de type I constitue une réaction immunitaire médiée par les
immunoglobulines de type E (IgE) et implique principalement les mastocytes et les médiateurs

chimiques, se manifestant de manicre immédiate, généralement dans un délai de quelques
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minutes, suite & une nouvelle exposition a un allergéne. Le Mécanisme immunologique est en

deux phase (Figure 69)
Antigene | sensibilisation | L réaction
Cellule B ) -

Apprétement et Fixation de l'allergé&ne :

présentation de pontage des RFcEl
l'antigene

présentant
l'antigéne

Fixation des
IgE sur les
f=RLicE RFcEl

cD3 Activation du

mastocyte

Libération
des
le‘ . médiateurs
= ‘m =% MANIFESTATIONS
CLINIQUES DE
LALLERGIE
Commutation des  Synthése d'IgE par Rhino-conjonctivite,
cellules B vers IgE es plasmocytes Asthme,

Eczéma...

Figure 69 : Mécanisme immunologique de I’hypersensibilité de type I (allergie immédiate)
A) Phase de sensibilisation (asymptomatique) :

Lors du premier contact, I’allergéne est capté par une CPA et présenté au lymphocyte Th2, qui
stimule un lymphocyte B a produire des IgE spécifiques. Ces IgE se fixent ensuite sur les

mastocytes. Aucun symptome n’apparait a ce stade.
B) Phase de réaction (symptomatique) :

Au second contact, I’allergene se lie aux IgE fixées sur les mastocytes, entrainant leur
dégranulation et la libération de médiateurs (histamine, etc.), provoquant les symptomes

allergiques.

Les médiateurs libérés lors de la réaction allergique provoquent une vasodilatation et un cedéme,
entrainant rougeur et gonflement. Ils induisent également une bronchoconstriction, une
sécrétion excessive de mucus, ainsi que des démangeaisons (prurit) et des éruptions cutanées

(urticaire) caractéristiques des manifestations allergiques.
I11.1.2.2. Hypersensibilité de type 1I : Cytotoxique :

L'hypersensibilité¢ de type II est une réponse immunitaire spécifique ou les anticorps 1gG ou

IgM se fixent sur des antigénes qui se trouvent a la surface des cellules (généralement des
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cellules de Il'organisme lui-méme), ce qui conduit a leur destruction. Le mécanisme

immunologique est comme illustrée sur la figure 70.

Antibody-dependent
cellular phagocytosis
(ADCP)

Complement-
dependent
cytotoxicity

(CDOC)

Formation of
membrane attack complex
and lysis of target cell

Figure 70 : mécanismes impliqués dans I’hypersensibilité type II

X/

« Un antigene est exprimé a la surface d’une cellule cible (ex : globule rouge, cellule
rénale...)
¢ Des anticorps IgG ou IgM sont dirigés contre cet antigene.

¢ La liaison anticorps-antigéne active :

e Le complément — formation de pores (complexe d’attaque membranaire) — lyse
cellulaire.

o La phagocytose via opsonisation (reconnaissance des cellules marquées).

e La cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) via les cellules NK.
I11.1.2.3. Hypersensibilité de type III : A complexes immun :

L’hypersensibilité de type III est due a la formation excessive de complexes immuns (antigénes
+ anticorps IgG/IgM) qui ne sont pas éliminés correctement. Ces complexes se déposent dans
les tissus (reins, articulations, vaisseaux...) et provoquent une inflammation locale par
activation du complément et recrutement des neutrophiles. Le mécanisme immunologique est

comme suit :

1. Présence d'antigénes solubles (exogenes ou endogénes).
2. Formation de complexes immuns circulants (Ag - Ac).

3. Dépot de ces complexes dans certains tissus (parois vasculaires, glomérules...).
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4. Activation du complément — production de C3a, C5a — chimiotactisme des
neutrophiles.

5. Les neutrophiles libeérent des enzymes protéolytiques et des radicaux libres —
inflammation et 1ésions tissulaires (Figure 71).

FORMATION DEPOSITION INFLAMMATION
de complexes immuns de complexes immuns provoquée par complexes
immuns

Antigénes en
circulation

Ac libres

/4 @
& ‘/\(anticorps)

Vasculite
Complément

Enzymes lyosomales

Chimiotactisme des PNN
Plasmocyte
INFLAMMATION
Agrégation Libération de facteurs Formation de
des plaquettes o de coagulation — Microthrombi mump. | |Négrose

Figure 71 : Mécanismes immunologiques de I'hypersensibilité de type 111

I11.1.2.4 : Hypersensibilité de type IV ou retardée : L’hypersensibilité de type IV est une
réaction immunitaire cellulaire retardée, médiée par les lymphocytes T, sans intervention des

anticorps. Elle survient 24 a 72 heures apres le contact avec 1’antigene.

(a) Phase de sensibilisation (b) Phase effectrice Récepteur Réceptetii
CMH de du TNF
ﬁ@//_\ ’ \ s IFN-y classe Il
i ) Bactéries g
Lymphocyte T\\J intracellulaires D
- @ L
oo Cellules T,1
(généralement) @
O membranaire
T":I o Macrophage Macrophage
. \ sensibilisé au repos e
CD4" T,
vl_ésio.n .-.0} Sécrétions T,,1: Effets liés a I'activation
. & tissulaire [ Cytokines : IFN-y, TNF-B, IL-2, des rnac'rophagesz
Macrophe activé Cellules présentatrices Cellules responsables IL-3, GM-CSF, MIF i :Ie“:::;:s"(:MH
Type IV d can"tlglenfj : l:lacrop:ages dela DTH: T, 1CD4 en Chimiokines : IL-8/CXCL8, RRee m = TN
Hypersensibilité ellules de Langerhans généra! et cellules CD8 MCP-1/CCL2 * Radicaux oxygénes
retardée occasionnellement 4 Oxyde nitrique
INFLAMMATION
Agrégation Libération de facteurs Formation de =
des plaquettes — de coagulation — Microthrombi S Néciose

Figure 72 : Mécanismes impliqués dans I’hypersensibilité type IV
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Le mécanisme de I’hypersensibilité de type IV est en deux phases (figure 72) :

Phase de sensibilisation :

L’antigéne est capté par une CPA et présenté aux lymphocytes T (CD4+ ou CD8+), qui

deviennent des cellules mémoire. Aucun symptdme n’apparait.

Phase effectrice :

Lors d’un second contact, les lymphocytes T mémoire reconnaissent I’antigeéne, libérent des
cytokines (IFN-y, TNF-a), activent les macrophages, provoquant une inflammation retardée,
avec cedéme et parfois lésions tissulaires.

Tableau X : les manifestations cliniques principales pour chaque type d'hypersensibilité selon
la classification de Gell et Coombs

Type d'hypersensibilité

Mécanisme
principal

Manifestations
cliniques

principales

Exemples de
maladies ou
réactions

Type I (immediate,
allergique)

Type II (cytotoxique)

Type III (complexes
immuns)

Type IV (a médiation
cellulaire, retardée)

Meédiée par les IgE
et la libération
d'histamine par
mastocytes et
basophiles

Anticorps IgG ou
IgM dirigés contre
des antigenes
cellulaires

Dépot de complexes
Ag-Ac dans les
tissus, inflammation
locale

Réaction médiée par
les lymphocytes T,
inflammation
cellulaire

Urticaire, cedéme
de Quincke,
bronchospasme,
asthme allergique,
rhinite allergique,
choc
anaphylactique

Hémolyse,
thrombocytopénie,
nécrose tissulaire,
cytolyse

Vasculite, arthrite,
glomérulonéphrite,
rash cutané

Dermatite de
contact,
induration,
granulomes,
nécrose tissulaire

Allergies
alimentaires, asthme
allergique,
anaphylaxie, rhinite
allergique

Anémie hémolytique
auto-immune,
maladie hémolytique
du nouveau-né,
réactions
transfusionnelles

Lupus érythémateux
disséminé, syndrome
de sérum sickness,
arthrite rhumatoide

Dermatite de contact,
tuberculose (test a la
tuberculine), rejet de
greffe, maladie
ceeliaque
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I11.1.3. Diagnostic de I’hypersensibilité :

Le diagnostic de I’hypersensibilité vise a mettre en évidence une réponse immunitaire excessive
a un antigéne donné. Il repose sur différentes techniques cliniques et immunologiques

permettant d’identifier le mécanisme et 1’agent responsable de la réaction.

a) Interrogatoire et examen clinique

L’étape la plus essentielle : L’interrogatoire et I’examen clinique constituent la premiére étape
du diagnostic de I’hypersensibilité, permettant d’identifier les symptomes, les circonstances de

leur apparition et les facteurs susceptibles d’étre responsables de la réaction allergique.

o Contexte d’apparition : Exposition a un médicament, un aliment, du pollen, un venin,
etc.

o Délai de survenue : immédiat (minutes a heures) ou retardé (jours).

e Type de manifestations : cutanées (urticaire, cedéme), respiratoires, digestives,
cardiovasculaires, etc.

e Terrain a risque : antécédents personnels ou familiaux d’allergie ou d’auto-immunité.
Importance : L’interrogatoire et I’examen clinique sont essentiels car ils orientent le diagnostic
en permettant de suspecter le type d’hypersensibilité, d’identifier les allergeénes potentiels et de
guider le choix des examens complémentaires a réaliser.

b) Tests in vivo

o Réalisés directement sur le patient, évaluant la réaction cutanée a I’allergene.

» Prick Test
o Type d’hypersensibilité détectée : Type I (immédiate, IgE médice).

e Principe : Introduction d’une petite quantit¢ d’allergéne (figure 73) par piqlre
superficielle dans la peau.

e Lecture : 15-20 minutes apres.

o Utilisation : Allergies respiratoires, alimentaires, médicamenteuses immédiates.
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TEST CUTANE DE SENSIBILISATION
(Exemples d’allergénes courants)

D Horea Sheep Wool
Cat og (Laine de
l:g:lt:;r (Chat) (Chien) (Cheval) mouton)

% < & = =l -

Histamine

Negative Plane Pollen lle Grass Poll Daisy Pa
Control (Pollen de (Pollen de (Pollen de (Pollen de
(Témoin négatif) platane) bouleau) graminées) paquerette)

(Alternaria
(moissisure))

Figure 73: Prick Test
> Patch Test (Test épicutané)
e Type d’hypersensibilité détectée : Hypersensibilit¢ de type IV (retardée). Cette

réaction est médiée par les lymphocytes T sensibilisés qui, aprés reconnaissance de

l'allergéne, déclenchent une réponse inflammatoire locale.

e Principe : Des allergeénes suspectés sont appliqués sur la peau, généralement au niveau
du dos, a l'aide de patchs adhésifs. Aprés 48 a 72 heures, la peau est examinée afin de
rechercher une réaction inflammatoire locale (érythéme, induration, vésicules),

indiquant une sensibilisation a l'allergene testé. (figure 74).

o Utilisation : Dermatite de contact, allergies médicamenteuses retardées.

TEST EPICUTANE (PATCH TEST)
Lecture par plages selon les temps (heures)

1-10 h 11-20h 21-30h 31-40h

Figure 74: Patch Test (Test épicutané)
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> Tests de provocation

Test de réintroduction controlée en milieu médicalisé consistant a administrer progressivement
l'allergeéne suspecté au patient afin de confirmer ou d'exclure sa responsabilité dans la réaction
d'hypersensibilité¢ lorsque les autres examens diagnostiques ne permettent pas d'établir un
diagnostic certain.

¢) Tests in vitro d'exploration allergologique
> Tests d’exploration du terrain allergique

o IgE totales : Mesure globale des immunoglobulines E dans le sang, indicatif d’une
atopie. Pour le dosage des IgE totales : Radio-Immuno-Sorbent Test (RIST), ELISA en
microplaque.

« Recherche d’éosinophilie : Evaluation du nombre d’éosinophiles, souvent augmenté
en cas d’allergie.

> Tests de recherche de I’agent causal

o IgE spécifiques circulantes : Recherche des IgE dirigées contre un allergéne
particulier. Les tests utilises sont: RAST (Radio-Allergo-Sorbent Test) et EAST
(ELISA-Allergo-Sorbent Test)

o IgE spécifiques fixées sur les basophiles :
o TDBH : Test de dégranulation des basophiles humains.
o TLH : Test de libération de I’histamine.

> Tests spécialisés

e Prostaglandines : M¢diateurs de I’inflammation impliqués dans les réactions
allergiques.

e Leucotriénes (LTC4, LTD4, LTE4) : Autres médiateurs impliqués dans 1’asthme
allergique et I’inflammation.

e Tryptase : Enzyme libérée par les mastocytes, utile dans le diagnostic de
I’anaphylaxie.

e Cytokines : (IL-4, IL-13, IL-5, IL-6) : Marqueurs d’une réponse immunitaire Th2,
typique des allergies.

I11.1.4. Traitement pharmacologique

Le traitement pharmacologique de 1’hypersensibilité vise a prévenir, atténuer ou controler les
manifestations cliniques résultant d’une réponse immunitaire excessive. Il repose sur
I’utilisation de médicaments agissant a différents niveaux de la réaction immunitaire afin de
soulager les symptomes et de prévenir les complications.
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Tableau XI : Traitement pharmacologique de I’hypersensibilité.

Classe thérapeutique

Exemple(s)

Mécanisme d’action /

Effets

/

Indications
principales

Anti-histaminiques H1

Stabilisateurs des

mastocytes

Sympathomimétiques
(B-adrénergiques)

Théophylline et
dérivés

Corticostéroides
(Corticoides)

Voies d'administration
des corticostéroides

Cétirizine, Loratadine,
Diphénhydramine

Cromoglycate de
sodium

Salbutamol,
Adrénaline

Théophylline

Prednisone,
Dexameéthasone,
Budésonide

Spray nasal, inhalateur,
comprimés, injection
v

Inhibent  DP’action  de
I’histamine sur les
vaisseaux sanguins et les
fibres musculaires lisses.
Réduisent le  prurit,
I'cedeme et les
manifestations allergiques.

Préviennent la
dégranulation des
mastocytes et donc la
libération des médiateurs
de l'inflammation
(histamine, leucotriénes,
etc.).

Induisent une
bronchodilatation et une
vasoconstriction.

les  muscles
bronchiques et
provoquent

bronchodilatation.

Relaxent
lisses
une

Puissants anti-
inflammatoires : diminuent
la perméabilité vasculaire,
réduisent I'cedéme,
inhibent le chimiotactisme
et la production de
cytokines inflammatoires.

Administration locale ou
systémique selon la gravité
de la réaction allergique.

Rhinite
urticaire,
conjonctivite
allergique.

allergique,

Prévention des
réactions
allergiques,

allergique.

asthme

Crises d'asthme,
réactions allergiques
aigués, choc

anaphylactique.

Asthme et certaines
affections
respiratoires
obstructives.

Asthme
dermatite atopique,
rhinite allergique
réactions

sévere,

sévere,
allergiques
importantes.

Traitement local ou
généralisé des
manifestations
allergiques.
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II1.2. Maladies auto-immunes
II1.2.1. Définition :

Les maladies auto-immunes constituent un groupe de pathologies résultant d’un
dysfonctionnement du systéme immunitaire, qui perd sa capacité a distinguer le soi du non-soi.
Le systeme immunitaire attaque alors les cellules, les tissus ou les organes de 1’organisme
comme s’ils étaient des ¢léments étrangers, entrainant une inflammation et des lésions
tissulaires de gravité variable. Ces maladies peuvent étre spécifiques d’un organe ou affecter
plusieurs organes et systémes a la fois.Il y a production d’auto-anticorps (auto-Ac).

o Les tissus atteints sont infiltrés par des plasmocytes, des lymphocytes T cytotoxiques
(LTc) et des phagocytes.
e Tous les organes peuvent potentiellement devenir la cible du systéme immunitaire.

I11.2.2. Classification :
a) Maladies auto-immunes spécifiques d’organe

e Touchent un organe précis
o Exemples :

o Diabéte de type 1 (pancréas): Maladie auto-immune ou le systeme
immunitaire détruit les cellules béta des ilots de Langerhans du pancréas,
responsables de la production d’insuline — provoque une hyperglycémie
chronique.

o Thyroidite de Hashimoto (thyroide) : Affection auto-immune chronique dans
laquelle des auto-anticorps détruisent la thyroide, entrainant une hypothyroidie
progressive (fatigue, prise de poids, frilosité...).

o Myasthénie (jonction neuromusculaire) : Maladie auto-immune affectant la
transmission neuromusculaire, due a des anticorps dirigés contre les récepteurs
de I’acétylcholine, provoquant une faiblesse musculaire fluctuante.

b) Maladies auto-immunes systémiques

o Impliquent plusieurs organes ou systémes
e Exemples :

o Lupus érythémateux disséminé (LED) : Maladie auto-immune systémique
caractérisée par la production d’auto-anticorps dirigés contre ’ADN et les
noyaux cellulaires, affectant plusieurs organes (peau, articulations, reins,
coeur...).
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o Polyarthrite rhumatoide : Inflammation chronique des articulations
synoviales causée par des lymphocytes T et des auto-anticorps (facteur
rhumatoide, anti-CCP), menant a une destruction progressive des articulations.

o Sclérodermie : Maladie auto-immune caractérisée par une fibrose progressive
de la peau et des organes internes (poumons, reins, tube digestif), liée a une
activation anormale des fibroblastes et du systéme immunitaire.

I11.2.3. Mécanismes immunopathologiques des maladies auto-immunes

Les maladies auto-immunes résultent de défaillances dans les mécanismes de tolérance
immunitaire, conduisant a une réponse anormale dirigée contre les constituants du "soi".

a) Perte de tolérance au soi

Le systeme immunitaire échoue a distinguer le "soi" du "non-soi", ce qui permet a certains
lymphocytes autoréactifs de s’activer :

o Tolérance centrale défaillante :
o Se produit dans le thymus (lymphocytes T) ou la moelle osseuse (lymphocytes
B)
o Les cellules autoréactives ne sont pas €liminées correctement lors de leur
développement
o Tolérance périphérique altérée :
o Défaut des mécanismes de contrdle post-développemental
o Manque de régulation par les lymphocytes T régulateurs (Treg)
o Echec de I’anergie ou de la délétion périphérique

b) Activation anormale des lymphocytes
Des lymphocytes B et T auto-réactifs sont activés :

o Lymphocytes T CD4+ aident a produire des cytokines inflammatoires
e Lymphocytes B produisent des auto-anticorps (ex. : anti-ADN dans la LED)

e Complexes immuns circulants peuvent se déposer dans les tissus — inflammation et
1ésions

¢) Role des cytokines pro-inflammatoires

Les cytokines comme IL-1, IL-6, TNF-a, IFN-y amplifient la réponse immunitaire, attirent les
cellules effectrices et entretiennent I’inflammation chronique.

d) Facteurs génétiques et environnementaux
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o Prédisposition génétique (genes HLA, CTLA-4, PTPN22...)
e Facteurs déclenchants : infections virales, toxines, stress oxydatif, médicaments...

% Conséquences

o Destruction de I’organe cible (ex. : cellules 3 dans le diabéte de type 1)
e Inflammation chronique (ex. : articulations dans la polyarthrite rhumatoide)
e Dysfonction systémique (ex. : atteintes multiorganiques dans le lupus)

I11.2.4. Diagneostic : Leur diagnostic repose sur des éléments cliniques et biologiques, parfois
complétés par des données histologiques (analyse de biopsies), génétiques et d’imagerie.

a) Marqueurs auto-immuns :

e Facteur rhumatoide (FR) : arthrite rhumatoide (non spécifique).
e Anticorps antinucléaires (AAN/ANA) : test de base (présents dans lupus,
sclérodermie, etc.).
e Anticorps spécifiques :
o Anti-dsDNA, anti-Sm : lupus érythémateux disséminé.
o Anti-CCP : arthrite rhumatoide.
o Anticorps anti-TPO, anti-thyroglobuline : thyroidite de Hashimoto.

b) Examens complémentaires ciblés
Selon les symptomes et la suspicion :

o Biopsie (peau, rein, glande salivaire...) pour étude histologique.
o IRM ou scanner : atteintes neurologiques ou articulaires.
e Tests fonctionnels : spirométrie (atteinte pulmonaire), tests ophtalmologiques, etc.

I11.2.5. Traitement : Le traitement des maladies auto-immunes n’a pas pour but de "guérir"
car on ne guérit pas d’un déréglement immunitaire chronique — mais plutot de :

1. Réduire les symptomes,
2. Freiner la progression de la maladie,
3. Préserver la qualité de vie et les fonctions des organes cibles.

a) Traitement symptomatique de base

C’est la premiére ligne pour améliorer la vie au quotidien.
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Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) : pour les douleurs articulaires et
musculaires.

Antalgiques : du paracétamol

Corticoides : pour réduire rapidement l'inflammation (prednisone)

Traitement de fond (immunomodulateur ou immunosuppresseur) : réduire ou
controler l'activité excessive du systéme immunitaire afin de limiter les lésions
tissulaires et prévenir les poussées de la maladie.

Médicaments immunosuppresseurs classiques :

Méthotrexate : souvent utilisé dans la polyarthrite rhumatoide.
Azathioprine : lupus, maladies auto-immunes digestives.
Cyclophosphamide : formes séveres ou réfractaires.
Mycophénolate mofétil : surtout dans le lupus rénal.

Biothérapies ciblées :

Anti-TNFa (infliximab, adalimumab) : polyarthrite, Crohn, psoriasis.

Anti-IL-6, IL-17, IL-1 (canakinumab, anakinra) selon la pathologie.

Anti-CD20 (rituximab) : lupus, sclérose en plaques, certaines vascularites.

La fraction C5 du complément (éculizumab)

Inhibiteurs de JAK ((inhibiteurs de Janus kinase) comme tofacitinib et baricitinib :
nouvelles molécules prometteuses. Les anti-JAK réduisent la production de cytokines
pro-inflammatoires, modulent la réponse immunitaire excessive et permettent
d’atténuer I’inflammation et la progression de la maladie.
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