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TECHNIQUES IMMUNOLOGIQUES

Les technigues Immunologiques reposent
sur une réaction antigene-anticorps.

Ces techniques sont utilisées pour mettre en
évidence, des antigenes ou des anticorps.

‘ on doit disposer

correspondant a la
spécificité antigénique recherchée
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Principe de la reaction Ag-Ac-
Rappel

La reaction AQ-Ac est une
reaction



Principe de la réaction Ag-Ac-
Rappel

* Exothermique : la réaction est caractérisee par la formation
d’'une liaison libérant de I'énergie, ce qui a pour conséquence
une influence de la température sur le bon deroulement de la
reaction.

* Reversible : la liaison qui s’effectue entre 'Ac et I'Ag sont
des liaisons faibles (hydrogene, hydrophobe ...), elle peut
donc étre rompue assez facilement ( variation du pH,
temperature, force ionique).

e Specifique : le site d’une immunoglobuline
peut se combiner avec un et un seul.



La réaction Ag-Ac aboutit a la formation
d’'un complexe appelé iImmuncomplexe.
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I» La réaction Ag-Ac a deux grands types
d'applications :

La détection et le dosage des antigenes (par
des méthodes dont il faut vérifier la spécificite, la
reproductibilité et la sensibilite).

La détection et le titrage des anticorps (vis-a-
vis d'un Ag ou d'un meélange d'Ag).



Ces anticorps
peuvent étre :

des sérums polyclonaux
prepares chez I’animal

des immunoglobulines
purifiées

des anticorps
monoclonaux.



inmunisation

Sérums
polyclonaux
prepares
chez I'animal

antisérum
polyclonal
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‘ Le but de Pimmunisation est I’obtention d’un
Immunserum (antisérum) riche en anticorps
spécifiqgues de I’antigene et de forte affinite
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» Voies d’administration
C’est plus immunogene par (C'est toutes
les voies sauf orale)

= \Vole d’administration : Intra musculaire et Sous
cutanée,Intra veineuse.

=|_es antigenes cellulaires sont injectés par voie veineuse
ou dans certains cas par



Voie d’immunisation intrapéritonéale chez la souris Balb/c

Exp: Souris immunisée a la B-lactoglobuline + Adjuvant

$

Obtention d’immunsérum



Les tests Iimmunologiques ayant éte utilisés
historiguement pour détecter la presence d’anticorps
dans le serum de patients, on les appelle communéement

La quantité d’anticorps presente dans le sérum est
determinée par titrage de celui-ci en dilution limite. Le
titre d’un sérum correspond a linverse de la
derniere dilution positive.



La technique

d’immunoprécipitation

L’immunoprecipitation est secondaire a la
formation de complexes Immuns

de grande taille qui se précipitent
sous une forme visible a I'eeil nu suite a
I’augmentation de leur densité (formation d’un
reseau).

L’immunoprécipitation === Technigue sans marquage



u La formation de complexes immuns de grande
taille entre
et un Immun serum (de

preference polyclonal):

Un Ag moléculaire multivalent peut étre précipité
par des Ac multivalents specifiques : formation d’un
complexe immun qui évolue dans le temps pour
formé un reseau : Le precipité

Plus on a de sites de liaisons sur les Ac, + ils seront
précipités.



Les techniques d’immunoprécipitation
peuvent étre:

> Le resultat est exprimé en «

présence + » ou « Absence - » de I’antigene ou
I’anticorps recherche.

> Le resultat est exprimé en
guantité (généralement en mg/l).



Réaction de precipitation

1- Immunopreécipitation en milieu liquide

*Test de I’'anneau ( ring test)
*Techniques de Heidelberg et Kendall
*Expérience d'immuno-néphelométrie

2- Immunoprecipitation en milieu gelifié

‘Ilmmunodiffusion simple
‘immunodiffusion double
immunodiffusion radiale

‘Ilmmuno-électrophorese






A) Test de I’anneau ( ring test )

On introduit dans un tube des Ag et des Ac et on laisse reposer. lls vont
lentement diffuser dans le milieu, creant des gradients de concentration.
Lorsqgu'ils sont a I'équivalence, c'est-a-dire gu'il y a autant de paratope que
d'épitopes, ils forment des complexes et précipitent (un anneau de

précipitation)

Rg: Plusily a
d’antigene,
plus 'anneau
est bas.

Antigenes

Anticorps




Test de I’'anneau ( ring test)




La deviation de la lumiere dans un precipité depend de
sa concentration. On peut alors doser les antigenes ou
les anticorps.

Mesure au
Spectrophotometre
de I’absorbance de

la lumiere par le
précipite

Antigenes
Precipité

Anticorps




On verse dans plusieurs tubes une quantité
constante d'anticorps, et une quantité
croissante (/') d'antigénes. On centrifuge les
tubes, et on compare la quantité de precipité
en fonction de la concentration.



Méthode de quantification : [Ac] = ,[Ag] +en+ ~
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A) Immunodiffusion

“ radial simple double diffusion

technique Oudin  technique Mancini technique
d’Ouchterlony

un seul des deux Consiste a introduit desAc  C'est une méthode
éléements diffuse; la spécifique dans le gélose, qualitative et semi
précipitation a lieua et de remplit des puits avec  quantitative
I'endroit ou les un antigéne de Les 2 éléments Ac et Ag
concentrations en Ag concentrations differentes,  diffusent selon leur taille
et Ac correspondent a Apres la diffusion On
la zone observe des cercle de
d'équivalence. précipitation dont le diametre

est proportionnel a la

concentration d'antigéne




Immunodiffusion simple

On met en contact dans un tube deux géloses contenant chacune des
antigenes et des anticorps. Les molécules vont diffuser et former un arc
de précipitation a I'équivalence.

Arc de
précipitation

Antigéne Anticorps

(elose avec des
antigénes A et B

Apparition de deux
arcs de précipitation \ Gélose avec des

anticorps anti-A et anti-B

Concentrations Ti

{

Equivalence




Immunodiffusion double

On fait des puits dans la gélose que I'on remplit de différents antigenes
et anticorps. On observe alors des arcs de precipitation qui sont
differents en fonction des antigenes et des anticorps présents.

0.0 0.0 0.0

Ce sont les mémes Les antigénes ne sont Un des antigénes est
antigenes, les arcs se pas les mémes, les arcs partage car un arc se
complétent. ne ¢ complétent pas. complete avec [autre.




Immunodiffusion double

. |

Matériel < Préparation des puits




Arc de
précipitation
(Puits 6 et 4)

Numeérotation des puits

EXP:
Puits central :
sérum de lapin hyperimmunisé contre la sérum albumine bovine (BSA)

Puits périphériques :
1 : sérum de chevre ; 2 : sérum de porc ; 3 : sérum de lapin ; 4 : sérum de beceuf ;
5 :sérum de cheval ; 6 : BSA



Immunodiffusion radiale

On remplit des puits avec un antigene de concentrations différentes, dans
une gelose remplie d'anticorps contre cet antigene.

On observe des cercle de précipitation dont le diametre est proportionnel a
la concentration d'antigene. On peut alors doser l'antigene.
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' dil. 2/5-13,54 14 . :
j N \\ Antigénes de
ﬁ 1/8 - 10 mm , concentrations différentes
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dil. 1/1 - 18 mm
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NaOH 5 mol/L
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g > dil. 1/2 - 14 mm

Ry = F4

Gelose remplie
d'anticorps




Immunodiffusion radiale

Ag Ag Ag Ag
1mg 2.5mg 10 mg a dosar
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B) Immuno-¢électrophorese

Cette technique permet d'analyser des mélanges complexes
d'antigene. On effectue une électrophorese de ce mélange afin
de séparer les antigenes (migration dans un champ electrique)
et la precipitation des proteines a l'aide d'immun sérums.

Premier temps: Electrophorese

Sérum

Deuxieme temps:Immunodiffusion

p—
anti vy




Immuno-électrophorese

o Melange de
Arc de préciptation prtéines
U est [antigene




