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Résumé :

Les immunoglobulines sont des glycoprotéines ayant la fonction d'anticorps. Ces
immunoglobulines ont été induites en grande quantité par inoculation d'une dose
d'adjuvant complet de Freund (100 pl) sur des lapins, et puis ont subi une purification
partielle par passage d'un pool de sérum immun (5 ml; 4,5 mg/ml) a travers une
colonne de gel Sephadex G-100 (1,1 X 60 cm). Les échantillons élués ont été reconstitués
en un pool pour étre ensuite analysés afin d'en déterminer le taux en IgG. Le résultat
obtenu par le dosage de ces derniéres a permis de conclure que les lapins ont réagi
positivement a l'immunisation par cet adjuvant. Ceci est un bon argument de la
faisabilité et la reproductibilit¢ de la chromatographie comme une technique de
séparation et de purification des immunoglobulines.

Mots clés : Lapins, immunisation, 1gG, chromatographie, purification.

Abstract:

Immunoglobulines are glycoproteines having antibody function. These
immunoglobulines are induced by administating a proportion of CFA (100 pl) on
rabbits, and then underwent a partial purification by an immune serum crossing (5 ml;
4,5 mg/ml) through Sephadex G-100 freezing column (1,1 X 60 cm). Separated samples
have been reconstituted in a group to be analyzed in order to determinate the IgG rate.
The result obatained by immunoglobulines dosage made it possible to conclude that
rabbits reacted positively to the immunization at this additive. This is a good argument
of feasability and reproductibility of chromatography like a mean of immunoglobulines
separation and purification.

Keys words: Rabbits, immunization, 1gG, chromatography, purification
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pl : microlitre

AA : acide aminé

Ac : anticorps

ACF : adjuvant complet de Freund

AcM : anticorps monoclonal

AcP : anticorps polyclonal

ADCC : cytotoxicité dépendante de I'anticorps
ADN : acide désoxyribonucléique

Ag : antigéne

ARN : acide ribonucléique

ARNmM : ARN messager

BCG : Bacille de Calmette et Guérin
BCR: B cells receiver

BSA: Bovine Serum Albumine

c.a.d. : c'est-a-dire

CD: Cluster de différenciation

CDR : Complementary determining region
CFA : Complet Freund Adjuvent

CM : Carboxy-méthyle

cm :Centimeétre

CMH : Complexe majeur d'histocompatibilité
CPA : Cellule présentatrice d'antigene
DEAE : Diéthyl-amino-éthyl

DO : Densité optique

E. coli : Escherichia coli

ELISA : Enzyme Linked Immuno-sorbent Assay
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ex. : Xemple

Fab :Ffragment antigen binding

Fc : Fragment cristallisable

FcR: Fragment cristallisable Receiver
Fig. : Flgure

FR : Facteur rhumatoide

g : Gramme

H : Heavy

HAT : Hypoxanthine Aminoptérine Thymidine
HGPRT : Hypoxanthine-Guanine-phosphoribosyl transférase
HLA : Histicompatibility Leucocyt A
I : lode

ID : Intradermique

Ig : I mmunoglobuline

IM : Intramusculaire

IP : Intrapéritonéale

IV : Intraveineuse

KDa : Kilo dalton

L : Light

| : Litre

LB :Llymphocyte B

LPS : Lipopolysaccharide

LT : Lymphocyte T

Mg : Magnésium

mg : Milligramme

ml : Millilitre

MM : Masse moléculaire
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mmol: Millimoles

PBS : Phosphate buffer saline
PEG : Polyéthyléneglycol

pH : Potentiel d'hydrogéne

PM : Poids moléculaire

QAE : Quaternaire amino-éthyl- cellulose
RSV : Virus respiratoire syncitial
S : Svedberg

Sl : Systéme immunitaire

SP : Sulfopropyle

Th : T-helper

UV : Ultraviolet

Ve : Volume d'élution

VH : Hypervariable

Vo : Volume mort
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La fonction du systeme immunitaire est d’assurer la défense de I’organisme contre

toute substance pathogene. Il possede, pour cela, une capacité d’apprentissage permettant la
tolérance des antigenes du soi et I’élimination des antigenes du non soi. Le systéme
immunitaire agit par l'intermédiaire de deux principaux mécanismes qui sont I'immunité

naturelle (innée) et I’immunité acquise

Le systeme immunitaire des mammiferes comporte un grand nombre de lymphocytes
ayant chacun sa spécificité propre, c'est-a-dire portant des récepteurs qui peuvent reconnaitre
un seul antigéne. La diversité des récepteurs permet des réponses immunitaires contre un
large nombre d'immunogénes, et la réponse humorale varie, dans ce cas, en fonction de la

nature de la substance immunogéne.

Les anticorps jouent un réle important dans la protection du systéme immunitaire en
détectant, neutralisant et en éliminant les agents pathogeénes et ces derniers se caractérisent par
une liaison spécifique a I'antigéne qui en induit la production (CHAPEL H., 2005).

Actuellement, on admet que des anticorps peuvent étre induits contre une gamme
illimitée de molécules, y compris des composés chimiques de tailles trés réduites. Cela
démontre que le répertoire des anticorps possibles chez un individu est pratiquement illimité
et que l'organisme de I'étre vivant est capable de créer un répertoire ouvert d'anticorps, de
structures diverses. Il est aussi admis que l'utilité potentielle des anticorps pour la détection et
le dosage d'a peu pres toutes les substances dans un mélange de molécules est rendue possible
par l'introduction de méthodes d'analyses immunologiques appropriées.

La purification et la caractérisation de I'antigéne s'averent nécessaire dans le but de
I'étude des molécules biologiques et les anticorps n'en font pas exception. La premiere étape
dans la caractérisation d'une molécule est son isolement a I'état pur. En plus, en fonction de
l'usage prévu, on emploie des préparations plus ou moins purifiées des anticorps. Donc, la
connaissance de la destinée finale de l'anticorps est importante avant sa purification pour
pouvoir mettre en place les techniques adéquates.

Vu l'impact des immunoglobulines aussi bien sur le plan économique que sur le plan
médical puisqu'elles entrent en jeu d'une part dans les différentes diagnostics
immunologiques, et d'autre part comme traitement, nous avons jugé utile de faire la synthese

des travaux de recherche entrepris dans ce domaine pour approfondir nos connaissances
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théoriques et d'essayer de mettre en pratique quelques-uns des techniques d'analyse ou de

dosage immunologique.

Ce mémoire est divisé en deux parties. La premiere partie est une synthése
bibliographique qui commence par le chapitre d'immunisation, le deuxiéme chapitre parle des
immunoglobulines et particulierement des immunoglobulines G. Le troisiéme chapitre décrit
les méthodes de séparation et de purification des immunoglobulines G. La deuxiéme partie
qui consiste en une contribution pratique a I’isolement et a la purification des 1gG de I’'immun
sérum du lapin, est faite en deux chapitres, le premier retrace les méthodes et matériels
employés pour la réalisation de ce travail. Le deuxieme fusionne tous les résultats de notre

étude ainsi que leur interprétation et discussion.
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Définition :

Les immunoglobulines sont des glycoprotéines jouant le r6le d’anticorps, elles sont
produites par les lymphocytes B et les plasmocytes qui se distribuent dans le plasma, les
liquides extravasculaires et les sécrétions (MALE D. et al., 2006 -2007) (1).

Un anticorps est une protéine complexe utilisée par le systeme immunitaire pour
détecter et neutraliser les agents pathogenes comme les bactéries et les virus. Les anticorps
sont sécrétés par des cellules dérivées des lymphocytes B, et reconnaissent des antigénes de
maniére spécifique. Les anticorps constituent I'immunoglobuline principale du sang, aussi on

utilise parfois le terme immunoglobuline a la place du mot anticorps (2).

2. Classification des immunoglobulines :

Il existe cing classes d’immunoglobulines et chacune est déterminée selon le type de la
chaine lourde qui la constitue. Cette différentiation s’appelle isotypie. Les différentes chaines
lourdes sont les 1gG (chaine lourde ¥), les IgM (chaine lourde p), les IgA (chaine lourde a),
les IgD (chaine lourde 6) et les IgE (chaine lourde €). Ces cinqg chaines lourdes se different
par leur séquence en acides aminés, leur poids moléculaire (PM), hétérogénéité a I’intérieur
de chaque classe, leur charge, le contenu en hydrate de carbone (ESPINOSA E. et al., 2006).

2.1. Les immunoglobulines G :

Les immunoglobulines de la classe 1gG possédent un poids moléculaire de 150 KDa et
sont retrouvées dans les espaces vasculaire et extravasculaire ainsi que dans les sécrétions.
L'lgG est I'immunoglobuline la plus abondante dans le sang voir annexe (Tableau A), elle
fournit la majorité de lI'immunité aux agents infectieux transmis par voie sanguine. Elle est la
seule classe d'anticorps qui traverse le placenta pour fournir I'immunité humorale au feetus et
donc au bébe a sa naissance. L'lgG possede deux chaines lourdes (chaine de type y) avec deux
chaines légeres (x et A). De plus, il existe quatre sous-classes d'lgG (désignées par 1gG1,
1gG2, 19G3, et 1gG4) qui possédent des séquences chaines lourdes et des activités
fonctionnelles Iégérement différentes (BENZAIR A., 2009); (3).
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2.2. Les immunoglobulines A :

i

e
1

L'immunoglobuline A (IgA) posséde un PM de 170 KDa et est présente dans le sérum
en quatre chaines polypeptidiques (Deux chaines lourdes et deux chaines légeres). Elle est
principalement présente dans les sécrétions externes telles que le colostrum, le lait et la salive
ou elle existe en dimére de 420 KDa (Fig. 1). Outre les chaines légéres (A et k) et la chaine
lourde (a), qui la distingue de 1'I[gG ou des autres classes d'anticorps, I'lgA sécrétoire contient
également deux autres chaines polypeptidiques (piece sécrétoire) et la chaine J qui est une
chaine de liaison. La piéce sécrétoire appartient a la molécule qui contribue au transport
transépithélial de I'lgA exocrine et la stabilise contre une dégradation protéolytique. Les deux
unités a quatre chaines composant I'lgA sécrétoire sont retenues ensemble par la chaine J a
travers des ponts disulfures. La majorité des IgA est synthétisée localement par les
plasmocytes dans les glandes mammaires et salivaires, et le long des tractus gastro-intestinal,
respiratoire et génito-urinaire. Elle est ensuite transportée par les cellules épithéliales a la
lumiére. Cet anticorps constitue la premiére ligne de défense contre l'agression microbienne
sur les surfaces muqueuses (BENZAIR A., 2009) ; (3).

2.3. Les immunoglobulines M :

L'immunoglobuline M (IgM) est le premier anticorps produit par les cellules B et
exprimé sur leur surface. Elle agit en récepteur d'antigéne pour ces cellules; elle est ainsi
présente en molécule soluble dans le sang. Cette molécule est exprimée sur la surface de la
cellule B en unité a quatre chaines (deux chaines lourdes p et deux chaines légéres). Dans le
sang, I'lgM est composée de cing unités a quatre chaines retenues entre elles par des ponts
disulfures a I'extrémité C-terminale des chaines p (Fig. 1). La chaine J également associé a
I'lgM dans le sang, initie la polymérisation de ses sous-unités au moment ou elle est secrétée
par les plasmocytes. En raison de sa taille (900 KDA), I'lgM est trouvée principalement dans
I'espace intravasculaire. Comme I'lgM est le premier anticorps produit dans une réponse
immunitaire, son efficacité a se combiner avec un antigene est d'une importance particuliere
jusqu'a ce que des quantités suffisantes de I'anticorps 1gG soient synthétisées. Malgré que les
anticorps IgM aient habituellement des sites de liaison de faible affinité pour un antigéne, ils
possedent 10 sites de liaison par molécule qui peuvent étre synergiques les uns aux autres sur
la méme molécule lorsque celle-ci se lie @ un microbe. L’intensité globale de la liaison d'une
molécule d'IgM (avidité) a un microbe pratiquement élevée, ce qui permet aux anticorps de
supprimer le microbe (LYDYARD P.M., et al., 2002); (BENZAIR A., 2009); (4).
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2.4. Les immunoglobulines D :

L'immunoglobuline D (IgD) est présente en petites quantité dans le sang (0,3 mg/ml
dans le sérum adulte). Sa principale fonction est celle d'un récepteur d'antigéne sur les
lymphocytes B (Fig.1). Les cellules B, qui sont spécifiques pour le méme antigéne, peuvent
donc exprimer I'lgM et I'lgD. Lorsque I'lgM et I'lgD, exprimées sur la cellule, interagissent
avec un antigene pour lequel elles sont spécifiques, I'antigene est internalisé, traité et présenté
aux cellules T-helper. Celles-ci activent les cellules B a proliférer et a se différencier en
plasmocytes, initiant ainsi une réponse immunitaire humorale (BENZAIR A., 2009); (3).

2.5. Les immunoglobulines E :

L'immunoglobuline E (IgE) est présente dans le sérum a des niveaux tres faibles
(nanogrammes par millilitre), mais joue un r6le important en augmentant l'inflammation
aigué, dans la protection contre l'infection par les vers, et dans les réactions allergiques.
L'allergie médiée par l'anticorps est principalement associée a I'lgE. Aprés la stimulation du
développement des plasmocytes produisant I'lgE par un antigéne, I'lgE produit se lie aux
récepteurs sur les mastocytes spécifiques pour la région Fc. Lorsqu'un antigene est réintroduit
chez un individu qui possede déja des mastocytes activés il se lie au mastocyte qui va libérer
les agents pharmacologiques actifs (histamines). Les anticorps IgE sont donc des composants
importants pour les syndromes d'hypersensibilité immédiate tels que le rhume des foins et
I'asthme (CHAPEL H., et al ,2004); (3) ; (5); (6).

3. Structure de I’'immunoglobuline G :

Les IgG sont les Immunoglobulines majoritaires du sérum. Ce sont les plus petites et les
plus simples avec un PM de 150 KDa, un coefficient de sédimentation de 6,6 S et une
mobilité électrophorétique de type gamma (7).

Les IgG sont constituées par quatre chaines polypeptidiques groupées en deux paires de
taille inégale : deux chaines lourdes H (H pour heavy) et deux chaines légéres L (L pour
light). Les chaines H sont unies entre elles par des ponts disulfures (S-S) ou ponts
interchaines, et les chaines H aux chaines L également par des ponts disulfures. Il existe
également des ponts disulfures intrachaines de nombre variables, assurant la stabilité d’1gG au
sein d’une structure en Y (Fig. 2) (PARHAM P., 2003); (8).
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Figure 1: Les cinq classes d'immunoglobulines (1).

3.1. Structure des chaines légéres (chaine L) :

Elle correspond a la séquence des acides aminés : 214 AA constituent les chaines Lk
ou LA, avec un poids moléculaire de 25 KDa; elles se divisent en 2 parties approximativement

égales :

- Le segment V, correspond a l'extrémité amino-terminale. Sa structure primaire est trés
variable, d'une chaine L & une autre, méme chez un méme individu. A l'intérieur méme de ce
segment variable, on peut définir des zones hypervariables ou "complementary determining
régions" (5% de la partie V) formant des boucles et des zones assez bien conservées
constituant l'armature, (charpente, ou framework ) du segment V. Il existe 3 CDR constituées
par 5 a 10 AA. Ces CDR correspondent aux zones de contact entre la partie V et I'Ag
correspondant. Une 4™ zone hypervariable accessoire de contact avec I'Ag (HV4) est située
au niveau de FR3 et se présente comme une boucle b en épingle a cheveux. La boucle CD3
est la plus importante pour la formation des points de liaison avec I'Ag car elle est toujours
concernée dans les contacts avec I'Ag et présente le plus de variabilité (9); (10). Les régions
FR sont au nombre de 4 et permettent de classer les chaines L des différents anticorps en
sous-groupes de variabilité, en fonction des homologies de leurs séquences.
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Le segment C (constant), correspondant a la moitié carboxy-terminale (-COOH)
présentant une grande constance de structure d'une chaine L & une autre d'un méme type (x ou
L). Cependant, il existe 6 isotypes différents pour A et en plus quelques variations selon les

individus qui correspondent a l'allotypie des chaines légéres (10).

3.2. Structure primaire des chaines lourdes (chaines H) :

Les chaines lourdes comprennent 440 a 446 AA selon la sous-classe et sont faites de deux

fragments :

- Un segment constant (CH), C-terminal, de constitution constante d'une I1gG a une autre IgG.
Il représente les 3/4 de la chaine lourde. Cette portion constante porte les structures
responsables des propriétés effectrices des 1gG et les déterminants isotypiques et allotypiques.
-Le segment variable (VH) correspond a l'extrémité N-terminale des chaines lourdes. Il
représente 1/4 de la chaine lourde et participe avec son homologue Vk ou VA de la chaine L a
la constitution du site Ac de I'lg qui reconnait I'Ag. Il existe comme pour les chaines L, trois
CDR et quatre FR pour VH. Leurs propriétés sont analogues a celles des chaines L. Les FR
permettent de définir des sous-groupes de variabilité (ESPINOSA E. et al ,2006) ; (11).

4. Propriétés des immunoglobulines G :

La structure des Immunoglobulines a été découverte entre 1959 et 1962. Cette
découverte rapporta un prix Nobel a Porter et a Eldman. Porter a essayé de cliver, par
I’utilisation d’enzymes protéolytiques, la molécule d’l1gG pour en déterminer les différentes
fonctions. Eldman, lui, a pu réaliser un déroulage de I’lgG (8).

4.1. Propriétés physico-chimiques :

Les IgG sont les glycoprotéines (approximativement 150 KDa) composées de deux
chaines lourdes (2 x 50 KDa) et de deux chaines Iégeres (2x 25 KDa) liées ensemble par des
ponts disulfures interchaines (entre les AA 15 et 17). Il y a deux types de chaines légeres, qui
sont désigné sous le nom de lambda () et de kappa (k). Les régions amino-terminales des
chaines lourdes et légeres montrent la composition en acides aminés fortement variable (VH

et VL respectivement).
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Figure 2 : Structure de I’'immunoglobuline G (11); (2).

Cette région variable est impliquée dans la liaison a I'antigene contrairement a la région
variable, les domaines constants des chaines légéres et lourdes (CL et CH). Les régions
constantes sont impliquées dans la liaison du complément, le passage placentaire, et se lient a
la membrane de cellules. Les différences dans la composition en acides aminés des chaines
lourdes et le rapport des chaines légeres A et k sont caractéristiques des différentes sous-
classes d'lgG. Tandis que la séquence primaire en acides aminés des régions constantes des
chaines lourdes de sous-classe d'lgG est supérieure a 95% que les régions homologues, des
différences structurales principales sont trouvées dans la région charniére en termes de

nombre de residus et de liaisons disulfures interchaines (17).

La région charniére est le dispositif structural le plus divers des IgG. Elle lie les deux
fragments Fab a la partie Fc de la molécule d'lgG et fournit la flexibilité & la molécule d'lgG.
En outre, elle forme une structure de liaison entre les deux chaines lourdes. La flexibilité de la
région charniere est importante pour l'interaction du fragment Fab avec les différents épitopes
et le fragment Fc pour s'adapter aux différentes conformations. Les liaisons disulfures dans la

région centrale charniére sont importantes pour I'enchainement covalent des chaines lourdes.

Le point d'attachement de chaine Iégére a la chaine lourde differe également parmi les
sous-classes. Des chaines légeres d'lgG: se relient pres du milieu de la chaine lourde, alors
que ceux d'lgG2, 1gGs et 1gGs se relient a un quart de I'extrémité amino- terminale de la
chaine lourde. Les liaisons disulfures intrachaines entre les chaines lourdes et légeres
transforment des parties de la molécule en régions globulaires compactes appelées les
domaines. Ces domaines participent aux fonctions biologiques de I'immunoglobuline. Des
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déterminantes antigéniques sont généralement trouvés sur le fragment Fc des 1gG1 et des
1gG2, dans région charniére d'lgGs les fragments Fc et de Fd des 1gGa (17).

La papaine, en présence de la cystéine, digere I’lgG en deux fragments de Fab et un
fragment de Fc, et des produits de dégradation. La pepsine digére les 1IgG en F (ab') 2 et Fc'
ou des chaines de Fc2 ou des petites polypeptides sans activité d'anticorps (17).

Porter traita une molécule d’immunoglobuline, homogeéne, de taille 7S et de masse
moléculaire 188 KDa, par protéolyse enzymatique en utilisant la papaine. Les produits de
digestion furent ensuite analysés par chromatographie échangeuses d’anions. Trois fragments
furent séparés : FI, FIl et FIII. Les fragments FI et FIl, de méme masse moléculaire (50 KDa)
se lient a I’antigene (spécifique de I’lg de départ) et furent désigner par le symbole Fab. Le
fragment FII1, de masse moléculaire égale a 80 KDa, ne se lie pas a I’antigene, mais se fixe au
complément ; c’est un fragment qui posséde la propriété d’étre cristallisable au froid, d’ou la
désignation par le symbole Fc (NATHALIE M. et al., 2009); (9).

Bien avant les travaux de Porter, il était admis déja que I’immunoglobuline était une
molécule divalente d’une part, c’est-a-dire possédant deux sites de liaison pour I’antigéne et
qu’elle fixait le complément, d’autre part. La protéolyse a la pepsine par contre fournit un
fragment essentiel de taille 5S (F 5S) et plusieurs autres petits fragments ou oligopeptides.
L’étude du F5S a montré que ce dernier conservait la propriété de se lier a I’antigene, tout
comme la molécule d’lg de laquelle il découlait. Dans certaines conditions réactionnelles,
I’action de la pepsine sur le F 5S peut fournir un fragment F’c de masse moléculaire égale a
20 KDa. Le F’c correspond a un dimere de la partie C-terminale de la moitié du Fc (9).

Les travaux d’Eldman démontrerent I'importance des liaisons disulfures dans la
structure de I’Immunoglobuline et du réle non moins important des liaisons covalentes qui
relient les sous-unités de I’lg entre elles. 1l provoqua la réduction des liaisons disulfures (S-S).
A la fin il obtint deux polypeptides nécessitant un agent alkylant pour la dissociation des
liaisons non covalentes entre les sous-unités de I'immunoglobuline. Les deux chaines
polypeptidiques caractérisaient I’existence de deux composants essentiels dans la molécule

d’immunoglobuline :

- L’un des deux composants présentait une masse moléculaire de 25 KDa, il fut nommé

chaine légere ou L (de Light chain)

- L’autre, de masse 50 KDa fut appelé chaine lourde ou H (de Heavy Chain).
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La combinaison de tous ces résultats conduit a déduire que chaque molécule d’lg est

composée de quatre chaines : deux chaines légere de type L et deux chaines lourdes de types
H de telle sorte que I’lg présente une formule de la forme L;H>. La chaine H présente les deux
tiers de la masse totale de I’lg et la chaine légere L le tiers restant (9).

Lorsque le F5S est traité par un agent réducteur doux des liaisons disulfures, il donnait
deux fragments de méme taille, chacun pouvait s’attacher a I’antigéne. Ces résultats
confrontés avec ceux obtenus par Porter, montrent que le F 5S obtenu par action de la
pepsine, était constitué des deux fragments FI et Fll, formés apres I’action de la papaine, mais
liés par des liaisons disulfures. Cependant, la somme des masses (FI+FIl) des fragments de
Porter était inférieure a la masse de F 5S. En effet, le F 5S correspond aux deux fragments de
Fl et FIl et & une partie des chaines lourdes H contenant des liaisons disulfures inter-H ; c’est
pourquoi le F 5S est désigné par (Fab’).. Il faut rappeler que le fragment polypeptidique
contenant la fonction Fab de H est symbolisé par Fd. (BENZAIR A., 2009); (9).

4.2. Propriétés biologiques :

Les propriétés biologiques des sous-classes des IgG peuvent étre classées par catégorie
en tant que réactions spécifiques du fragment Fab avec de I'antigéne (fonction primaire) et les
fonctions effectrices (fonction secondaire). Ces réactions se produisent en raison des liaisons
d'antigéne et sont médiée par l'interaction des régions constantes de la chaine lourde,
particulierement le fragment Fc. Les principales fonctions biologiques secondaires des quatre
sous-classes humaines d'lgG sont récapitulées dans le Tableau A (voir annexe) (17).

L’immunoglobuline G a deux types de fonctions trés spécialisées. Une partie se
combine avec I’antigene : c’est la partie située sur le fragment Fab et I’autre partie possede les
autres propriétés : le fragment Fc. En ce qui concerne la combinaison avec I’antigene, elle est
spécifique et se situe a I’extrémité du fragment Fab. Intervention des acides aminés N-
terminale des chaines lourdes et légeres. Si on sépare les chaines H et les chaines L, les
chaines L n’ont plus aucune activité alors que les chaines H gardent leur activité mais plus

réduite. Si on refait les ponts disulfures de la molécule, I’activité réapparait (12).

Le fragment Fc se comporte comme un antigéne car il posséde le site de fixation du
complément. C’est la fraction C1q du complément qui permet la fixation de l'anticorps de

I'immunoglobuline G. On a pu localiser ce site de fixation au niveau de la zone flexible donc
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pas loin des sucres. Ce mode de fixation se retrouve sur les 19gG1, 1gG2, 1gG3 mais jamais sur
1gGa. La fixation du complément ne se fait que I’immunoglobuline est liée a un antigéne. Ce
qui signifie que la fixation de I’antigene au niveau des fragments Fab modifie la structure
spatiale de I’lg et que cette modification découvre le site de fixation du complément.

Autre activité du fragment Fc est le site de passage transplacentaire. Les structures
placentaires de certaines espéces laissent passer certaines immunoglobulines par un
mécanisme de transport actif. Dans d’autres espéces, les immunoglobulines sont transmises
par le colostrum. Chez I’humain, seules les 1gG peuvent traverser le placenta et les 1gG2 ne
passent jamais. Autre activité physiologique du fragment Fc est le site de fixation sur les
tissus (les cellules), les immunoglobulines G2 ne peuvent pas se fixer sur les cellules. Ce
phénomene est a la base des réactions allergiques (NATHALIE M. et al., 2009); (9).

5. Hétérogéneité des immunoglobulines G (Fig. 3) :

Il existe trois niveaux d’hétérogénéité des immunoglobulines correspondant a des
motifs antigéniques différents portés par les molécules d’Immunoglobulines :
- L’isotypie
- L’allotypie

- L’idiotypie.

5.1. Hétérogénéité isotypique :

L’isotypie est traduite par un marqueur antigénique d’espéce s’exprimant sur la région
constante de la chaine H ou L. elle est retrouvée identique chez tous les individus d’une méme
espece. De ce fait, I’isotypie n’exprime pas de variation génétique individuelle identifiable.
Elle ne peut donc servir de marqueur a I’établissement du polymorphisme génétique, mais
néanmoins, elle reste un parametre important dans [I’étude de la phylogénie
(PARHAM P., 2003); (9).

Chez I’homme et la souris, les spécificités isotypiques des Immunoglobulines
définissent :

Essai de purification des immunoglobulines G -



- Pour les chaines lourdes : Cing classes et plusieurs sous classes. 11 s’agit des classes
définies par un marqueur antigénique porté par la chaine polypeptidique lourde dans sa région
constante. Les cing classes sont : 1gG, IgM, IgA, IgD et IgE ce qui correspond respectivement
aux chaines lourdes : v, u, a, 8, € (BENZAIR A., 2009).

A l’intérieur de certaines classes, on peut identifier des sous-classes. Chez I’homme,
on peut identifier quatre sous-classes a I’intérieur de la classe 1gG : 1gG1, 1gG2, 1gGs et 1gGa.
Pour la classe des IgA, il y a deux sous-classes : IgA:1 et IgA2. Les IgM comprennent deux
sous classes : IgM1 et IgM.. Quant aux classes IgD et IgE les sous-classes ne sont pas
précisées. La répartition des IgG en pourcentage des sous-classes est 1gG1 (70%), 1gG2 (16%),
1gG3 (10%) et 1gGa4 (4%) (9), (11).

- Pour les chaines Iégeres : Deux isotypes que I’on désigne sous le symbole « et par A
caractérisant les chaines légéres. Les deux chaines ont une structure primaire distincte et ne
présentent pas de réaction croisée. Les immunoglobulines de classe M et A peuvent se
présenter en molécules polymériques, sous forme pentamérique (p2L2)s et dimérique (o2l2)2
(BENZAIR A., 2009), (11).

1 Varianiie iscrypigue 2. Variabilité allotypique

personnelle

3. Variabilité idiotypique

& S
7 N\

Reconnaissance

Figure 3 : Types de variabilité au niveau des immunoglobulines (1); (9).

5.2. Hetérogénéité allotypique :

Antigéniquement, I’espece animale est définie par I’isotypie. Cependant, a I’intérieur

de I’espéce un groupe d’individus est caractérisé par un ou plusieurs marqueurs antigéniques
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qui lui sont propres. Les mémes marqueurs ne sont pas retrouvés au sein d’un autre groupe de
la méme espéce. Ces marqueurs définissent des différences entre les individus d’une méme
espece, ils représentent I’allotypie. Ces marqueurs sont exprimés sur les parties constantes des
chaines d’immunoglobulines (PARHAM P., 2003) ;(BENZAIR A., 2009).

L’allotypie est rattachée a I’existence d’alleles multiples dont la transmission obéit aux

lois de la génétique mendélienne.

L allotypie est donc intéressante pour I’étude du polymorphisme humain puisqu’elle
se comporte comme un systeme génétique indépendant. Elle contribue a la connaissance de

plusieurs systemes biologiques, notamment le systeme immunitaire (BENZAIR A., 2009).

5.3. Hétérogénéité idiotypique :

Les déterminants idiotypiques ou idiotopes sont des éléments de structure, situés a la
surface d’une molécule d’antigéne et dont chaque déterminant antigénique est capable de se
combiner avec une seule molécule d’anticorps (PARHAM P., 2003).

Un idiotype est une espéce moléculaire caractérisée par sa spécificité anticorps
idiotypique. Chaque spécificité idiotypique est particuliere aux anticorps contre un antigene
donné. Contrairement aux spécificités allotypiques, les spécificités idiotypiques ne
s’observent donc pas sur les immunoglobulines du sérum du méme individu, prélevé avant
sont immunisation. Le motif idiotypique est localisé sur les structures portées par les parties
variables des anticorps. L’idiotypie différencie la région variable d’une population d’anticorps
se liant a un motif antigénique d’une autre population d’anticorps se combinant a un autre
déterminant antigénique. Selon la théorie de la sélection clonale, I’idiotypie peut é&tre
complice comme étant I’empreinte laissée par un clone cellulaire sur I’anticorps qui I'a
fabriqué (BENZAIR A., 2009) ; (PARHAM P., 2003).

En résume I'immunisation d’un animal avec un antigene induit une réponse
polyclonale. De cette réponse résultera la production d’anticorps qui se lie, tous, a
I’immunogéne mais qui ne présente tous une région variable identique manifestant ainsi des
idiotypes distincts. Certains idiotypes sont I’expression d’un grand nombre de clone et seront
majoritaire dans le sérum polyclonal, d’autres au contraire ne seront I’expression que d’une
minorité clonale (PARHAM P., 2003).
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Les déterminant idiotypiques semblent jouer un r6le fondamental dans I’immuno-
régulation. Aujourd’hui il est possible d’induire une production d’immunoglobuline anti-
idiotype capable de provoqué un changement du profil idiotypique lors d’une réponse
immunitaire (PARHAM P., 2003).

6. Synthése des immunoglobulines :

L’extréme diversité des immunoglobulines s’explique par un jeu de combinaison

survenant a divers niveaux pour leur synthése.

6.1. Structure et recombinaison des génes des immunoglobulines (Fig. 4):

L’ADN codant des immunoglobulines est présent dans trois groupes de genes non
liés :
- Un groupe code pour les chaines LA;
- Groupe code pour les chaines Lk ;
- Groupe code pour les chaines H.
Notons que chaque groupe de gene de la chaine L posséde plusieurs copies différentes
du segment de géne V et plusieurs autre du segment J ; caractérisés comme suit :
= Le groupe de la chaine « : un seul segment codant existe dans la région constante
des chaines «, le groupe A ; quatre segments de génes codants existent pour la
région C.
=Le groupe de genes de la chaine H posséde plusieurs copies différentes de
segments de génes V, D et J pour les régions variables, et un seul segment de gene
pour chacune des régions constantes pour les différentes classes et sous-classes.
(LYDYARD P.M., et al., 2002).

6.2. Maturation et selection des lymphocytes B :

La maturation des lymphocytes B se déroule dans la moelle osseuse, procédant par

les étapes suivantes :
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a) Le réarrangement de la chaine lourde : se réalise par la combinaison du segment
D avec le segment J ; une fois la jonction DJ est réalisée, une jonction s’effectue
avec un segment V. Ce réarrangement doit subir « un contréle de qualité » ou
fonctionnalité pour passer a I’étape suivante (PONVERT C. et al., 1991); (18).

b) Le réarrangement de la chaine Iégére : une fois la cellule pro-B possede un gene
de chaine lourde fonctionnel ; le réarrangement de la chaine légére commence ; débutant sur
le locus k puis si besoin sur le locus A par la recombinaison des segments des genes V et J.

c) Un dernier contrle est réalisé sur les deux chaines fonctionnelles obtenues (L et H)

afin de déterminer la spécificité de I’anticorps exprimé sur la surface de la cellule (18).
6.3. Migration des lymphocytes B en périphérie :

Le lymphocyte B mature qui exprime & sa surface des immunoglobulines
membranaires (IgM et IgD) de méme spécificité antigénique, quitte la moelle osseuse pour
étre exporté en périphérie via la circulation sanguine, la lymphe « lymphocytes B naif ». Ce
dernier est amené aux organes lymphoides secondaires, en particulier la rate et les ganglions
lymphatiques (ABUL K, et al 2009) ; (13); (18).

6.4. Activation et différenciation des lymphocytes B en plasmocytes (Fig. 5) :

En périphérie, les lymphocytes B (LB) matures attendent leur antigéne (Ag) dont la
rencontre LB-Ag déclenche un signal d’activation;

Les LB activés subissent le phénomene de la commutation de classe qui permet
I’expression d’isotypes autre que I’lgM et IgD et qui aura lieu a la suite d’une coopération
cellulaire entre LB et lymphocytes T CD4 auxiliaires, cette collaboration T-B résulte d’une
reconnaissance du CD40 du LB et du CD40 L du lymphocyte T en présence d’interleukines et
grace a I’action d’une cytidine déaminase.

La différenciation conduit a des plasmocytes sécrétant des 1gG, IgA, IgE, et a des

lymphocytes B mémoires (13); (18).
6.5. Maturation de la réponse immunitaire humorale en anticorps (Fig. 7) :

A la suite d’une stimulation antigénique, I’organisme fabrique des anticorps
spécifiques de I’antigéne. Ces anticorps apparaissent progressivement dans le sérum ou ils
sont décelables huit jours aprés le premier contact.
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Ceci est une réponse immune primaire ou réponse de promo-immunisation

caractérisée par I’apparition des IgM en premier lieu, puis des IgG aprés 3 ou 4 jours plus
tard. Un deuxiéme contact avec le méme antigene et grace a la présence des cellules
mémoires, permet de déclencher une réponse immune secondaire caractérisé par :

= Une ascension beaucoup plus rapide du taux d’anticorps ;

= Un taux maximum d’anticorps plus élevé que lors de la réponse primaire ;

= Une affinité plus grande ;

= Une production d’anticorps essentiellement de type 1gG (13) ;(18)

7. Roles des anticorps :

Au cours de la réponse immunitaire, les Acs ont trois fonctions principales : Se lier a

I'antigéne, activer le systéme du complément; et recruter des cellules immunocompétentes.
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Figure 4 : Réarrangement des synthéses des immunoglobulines(13)
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Phase indépendante des antigénes étrangers Phase dépendante des antigénes étrangers
Moelle osseuse Circulation ‘Ganglions lymphatiques

/ N/ N N

Centroblaste Centrocyte
Plasmocybe
g oM b
Eant e
L / ——f =
© - © ——flnu Cellule-mémoaire
F'Issrnocyte

Celllle F‘rﬂ B le B Cellule B N
Cellule-souche  Callule Pro-B ﬁ?:"a:‘re marure lgG =
. i) é —ioe
CHV-O-J IGr(\.--J 9% Cellule-mémoire
|s|.w *’uu oM 54,
Plasmocyte
© @ . \;I;ln?

@:ﬁzlu Cellule-meémaire
- e @
[

@{IQE Cellule-memoire

Figure 5: Synthése des immunoglobulines (15).

7.1. Liaison a I'antigene :

Les anticorps ont la capacité de reconnaitre et de se fixer de maniere spécifique sur un
antigéne. Cette spécificité est conférée par la présence de domaines extrémement variables
aux extrémités des anticorps. La reconnaissance entre antigéne et anticorps est par exemple
mise & profit dans la lutte contre les toxines bactériennes. Ces toxines agissent en se fixant sur
des récepteurs présents a la surface des cellules de l'organisme, ce qui provoque des
déreglements importants de l'activité cellulaire. En se fixant sur ces toxines, les anticorps
antitoxines les neutralisent et préviennent les liaisons avec les récepteurs cellulaires
(PARHAM P., 2003); (1).

De la méme maniére, de nombreux virus et bactéries n'exercent leur pathogénicité qu'apres
fixation aux cellules de l'organisme. Les bactéries utilisent des adhésines qui sont des
molécules d'adhésion aux membranes cellulaires et les virus possedent des protéines de
fixation sur leur enveloppe externe. Les anticorps anti-adhésines et antiprotéines de la capside
virale bloquent l'action de ces agents pathogénes en se liant sur les molécules de fixation
(JANEWAY C.A.et al., 2003); (10).
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Figure 6: Maturation de la réponse immunitaire humorale en anticorps (1).

7.2. Activation du complément (Fig. 7) :

La capacité de I’anticorps a se protéger contre I’infection est dans plusieurs cas
largement augmentée par le systeme du complément ou dépend de lui. Lorsqu’un anticorps
de classe IgM s’attache a un antigéne, la voie classique du complément est activée et conduit
a une lyse médiée par le complément du microbe (ou autre cellule) sur lequel est localisée
I’antigéne. En outre, I’activation du complément peut également conduire a I’attraction des
cellules immunitaires (chimiotactisme), et a I’opsonisation et la phagocytose de la cellule sur
laquelle le complément sera activé (JANEWAY C.A. et al., 2003) ; (14).

La voie classique de la cytotoxicité médiée par le complément commence avec
I’attachement de I’anticorps (IgG ou IgM) aux antigenes sur la surface de la cellule cible.
Cette voie peut également étre activée par un complexe Ag-Ac, et bien sir ce complexe ne

doit pas étre lysé.
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La formation d’un site sur lequel le premier composant du complément (C1) peut se
lier nécessite une liaison unique de I’lgM, ou deux liaisons d’IgG tres proche I’'une de I"autre.
Le composant Clg du complexe C1 (Clq, Cir, Cls) se lie ensuite aux régions Fc des
anticorps liés a la cellule. Cela conduit a I’activation de C1 qui catalyse le clivage de C4 et
C2, dont les pieces (C4b et C2b) se lient a la surface de la cellule et forment une nouvelle
enzyme liée a la cellule, la C3 convertase (C4b+C2b). La C3 convertase clive ensuite en C3a
et C3b. C3b se lie a la surface de la cellule, et forme un complexe C4b, 2b, 3b qui régule
ensuite la réaction et la liaison des composants suivant du complément C5, C6, C7, C8 et C9
a la surface de la cellule (LYDYARD P.M., et al., 2002).

La séquence d’activation des composants C5 a C9 (le complexe d’attaque
membranaire) est la méme que celle de la voie alterne, et conduit a une atteinte structurelle et
fonctionnelle de la membrane comme conséquence de la formation des pores créés par
I’insertion des complexes C9 dans la membrane (LYDYARD P.M. et al. 2002).

La voie alterne est activee directement au contact avec certaines surfaces et en I’absence d’Ac
comme les surfaces bactériennes ou les cellules infectées par des virus, des levures ou
parasites (JANEWAY C.A. et al ; 2003); (GOROCHOV G. et al, 2000); (6).

La voie alterne utilise la C3b, le facteur B. en présence de Mg?*, C3b et B forment un
complexe de C3bBb, I’enzyme D clive le facteur B au sein de ce complexe (C3bBb) en Ba
soluble et Bb ce qui conduit a la formation de la C3 convertase de la voie alterne : C3bBb qui
aura pour r6le de cliver C3 formant de nouvelle molécules de C3B capables a leur tour de
former, apres réaction avec B et D, de nouvelle convertases alternes jusqu'a obtenir (C3b).Bp
(’équivalent de C5) convertase. C5 convertase va activer C6-C9 comme dans la voie
classiqgue (PARHAM P., 2003) ; (JANEWAY C.A. et al., 2003).

La voie classique possede les mémes activités que la voie alterne, y compris: (a)
induction par C3a et C5a de la dégranulation des mastocytes et la libération des médiateurs ;
(b) stimulation par C3a et C5a de la contraction du muscle lisse et une perméabilité vasculaire
augmentée ; (c) migration guidée (chimiotactisme) des neutrophile par C5a ; (d) augmentation
de la phagocytose, opsonisation par C3b (LYDYARD P.M. et al., 2002).
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Figure 7 : activation du complément (14).

7.3. Activation des cellules immunocompétentes (Fig. 8) :

Plusieurs cellules effectrices possedent des récepteurs pour la région Fc des anticorps.
Les phagocytes (polynucléaires, macrophages et éosinophiles) utilisent leurs récepteurs Fc
(FcR) pour I'IgG (FcyR) ou I'IgA (FcaR) pour activer la phagocytose des microbes opsonisés
par les anticorps. Ces FcR peuvent méditer la suppression des cellules a travers la cytotoxicité
dépendante d’anticorps. Les polynucléaires, les monocytes, les macrophages, les éosinophiles
et les cellules NK peuvent tuer directement les cellules cibles enveloppées par I’anticorps.
Cela signifie que dans la cytotoxicité dépendante d’anticorps, la lyse de la cellule cible ne
requiert pas I’internalisation (malgré qu’elle puisse survenir) et se fait par la libération des
molécules toxiques (ex : TNFa) a la surface de la cible (16).
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L’activation de la phagocytose peut également étre meédiée par les récepteurs
phagocytaires pour le composant du complément C3b, généré par I’activation médiée par
I’anticorps de la séquence du complément (voie classique) ou activation par certains microbes
de la voie alterne du complément. Les mastocytes et les basophiles possédent des FCR pour
I'IgE (FeR), qui se lient aux antigenes ou a la réponse inflammatoire aigué.
L’hyperstimulation des mastocytes ou des basophiles par ce mécanisme conduit a une
pathologie (LYDYARD P.M. et al., 2002) (1).
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Figure 8 : Mécanismes de I’activation des cellules immunocompétentes (1).
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Tableau A: propriétes des Igs humaines (LYDYARD P.M. et al. 2002) ; [13], [14].
19G IgA IgM IgD IgE
Localisation Muqueuse Lym. B Basophiles
. Lym. B
Sang Sécreétions Sang Mastocytes ym
Sous-classes IgG1a1gG4 | IgAletigA2 |1 1 1
PM (Kda) 150 170 — 420 900 180 190
PM de la chaine
- 2 7 7
H (Kda) 50 -55 6 65 0 5
Nombre de sous | , 1ou2 5 1 1
unités
% sucres 3 8 12 13 12
%total deslgs | 75 152 20 10 <1 <0.01
Sérum adulte )
normal (mg/ml) 8-16 14-4 0,4 -2 0,03 Rien
Demi-vie en jour | 23 6 5 3 <3
Capacité de
fixation du + - +++ - -
complément
Hypersensibilité
. - - - - ++++
anaphylactique
Transport du
+ - - - -
placenta au feetus
Réles Neutralisation | Agglutination, | Agglutination, Allergie, Activation
des toxines, neutralisation | voie classique neutralisation | du Lym. B

bactéries et
virus

des bactéries,
virus

du complément

de parasites
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Tableau B: Gels couramment utilisés en chromatographie d’exclusion moléculaire et leurs
domaines de fractionnement (MAROUF, 2001-2002).

Gel (nom commerecial)

\ Domaine de fractionnement (MM)

Dextrans :

Sephadex G -10 > 700
Sephadex G -15 > 1500
Sephadex G -25 1000-5000
Sephadex G -50 1500-30000
Sephadex G -75 3000-70000

Sephadex G -100

4000-150000

Sephadex G -200

5000-800000

Polyacrylamide :

Biogel P-2 100-1800
Biogel P-10 1500-20000
Biogel P-100 5000-100000
Biogel P-150 15000-150000
Biogel P-300 60000-400000
Agarose :

Sepharose CL-6B 10%-4.10°
Sepharose CL-4B 6.10%-2.107
Sepharose CL-2B 7.10%-4.107
Biogel A-0,5M 10.4-5.10°
Biogel A-5M 10%-5.10°
Biogel A-50M 10°-5.10’

« Préparation du tampon de PBS :

Pour une colonne de gel 60 cm, il faut aprés 6 g de Sephadex. Cette quantité est mise a

gonfler dans du tampon de PBS, pH= 7.2, a raison de 1 g de gel par 10 ml de tampon.

Avant la préparation du gel, on commence par la préparation du tampon de PBS a pH

égale 7,2. Pour cette préparation, nous avons besoin des éléments suivant:

e NaCl......oooooovieviiee, 7,909
e NaHPOsu..ooooovooeneen... 1,20 g
S (o] I 029
o KHoPOsuoooooovooeeceen. 029
e NaNa...oooooooeiiiinnns 01g
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On dissout tous ces éléments dans un bécher contenant 800 ml d'eau distillée, ensuite on

compleéte ce volume avec de I'eau distillée jusqu'a atteindre 1000 ml. Apreés cela on ajuste le
pH a 7,2 avec un pH-metre et la solution peu étre conservée a +4 °C.

0,45
0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05 { 4

0
$ 2 4 1 12
0,05 6 8 0

Concentration du BSA

Figure 24: Courbe d'étalonnage obtenue par le dosage du BSA par le bleu de Biuret.

+¢ Solutions utilisées pour le dosage des protéines:
e Eau distillée;

e Solution physiologique (Nacl 9 %o);
e Solution mere d’une protéine étalon de BSA, a la concentration de 10 mg /ml.
e Solution de Biuret (voir composition dans I'annexe) :

- 0,75 mole/l de NaOH.

- 0,02 mole/l de Tartrate de sodium- potassium

- 0,06 mol/l d'lodure de potassium KiI

- 0,06 mole/l de Sulfate de cuivre Cu (SOz3)2.
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Tableau C : Correspondance entre le sulfate d’ammonium et le pourcentage de la
Solution (SINE J.P., 2003).

Tableau de saturation du sulfate d'ammonium a 0°C

(4 partir de solide)

SXQIC aeigtration Concentration finale (% saturation at 0oC)
(% saturation
at 0°C)

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 8 85 90 95

Grammes de sulfate d'ammonium & ajouter par 100 mL

0 10.7 13.6 16.6 19.7 22.9 262 29.5 33.1 36.6 404 442 483 52.3 56.7 61.1 659
5 8.0 109 13.9 16.8 20.0 23.2 26.6 30.0 33.6 37.3 41.1 450 49.1 533 57.8 624
10 54 82 11.1 14.1 17.1 203 23.6 27.0 30.5 342 379 41.8 458 50.0 54.4 589
15 26 55 83 113 143 174 20.7 24.0 27.5 31.0 348 386 426 46.6 51.0 555
20 0 27 56 84 11.5 145 17.7 21.0 244 28.0 31.6 354 392 433 47.6 51.9
25 0 27 57 85 11.7 148 182 21.4 248 284 32.1 36.0 40.1 442 485
30 0 2.8 57 87 11.9 150 184 21.7 253 28.9 32.8 36.7 40.8 45.1
35 0 2.8 58 88 12.0 153 18.7 22.1 258 295 334 374 416
40 0 29 59 9.0 122 155 19.0 22.5 26.2 30.0 34.0 38.1
45 0 29 6.0 9.1 12.5 15.8 19.3 229 26.7 30.6 34.7
50 0 30 6.1 93 127 16.1 19.7 23.3 272 31.2
55 0 30 62 94 129 163 200 23.8 27.7
60 0 3.1 63 9.6 13.1 16.6 204 24.2
65 0 3.1 64 98 134 17.0 20.8
70 ] 32 66 10.0 136 173
75 0 3.2 6.7 102 13.9
80 0 33 6.8 104
85 0 34 69
90 0 34
95 0
100

100

70.7
67.1
63.6
60.0
56.5

52.9
49.5
459
42.4
38.8

353
37
28.3
24.7
21.2

17.6
14.1
i0.6
7.1
3.5

Adapté de Dawson et al. (1986)
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1. Définitions

L’immunisation est définie comme le processus par lequel un étre humain est protégé
contre les maladies causées par les microorganismes communément appelés pathogénes.
Elle se fait soit par injection d’antigénes (immunisation active), soit par injection de sérum

contenant des anticorps specifiques (immunisation passive) (19).

L’immunité est la capacité que posséde un organisme de se défendre, en particulier

quand il subit une agression par un agent infectieux (20).

Un antigéne est une substance capable, lorsqu’elle est introduite dans un organisme,
de provoquer une réponse du systéeme immunitaire. Cette réponse immunitaire peut
s’exprimer par la production d’anticorps spécifiques, par la production de cellules
spéecifiques ou par I’absence de réponse immunitaire (tolérance). Dans les maladies
infectieuses, I’antigene peut étre un agent infectieux complet, une des parties ou un de ses
produits (PARHAM P., 2003).

2. Types d’immunités
Il existe deux types d’immunité : I'immunité naturelle et I'immunité acquise (21), (22).
2.1. L’immunité naturelle

L'immunité naturelle est innée et réunit un ensemble de mécanismes biochimiques et
physico-chimiques empéchant la pénétration ou la prolifération d'agents infectieux dans
l'organisme. C'est I'immunité d'espéce ou de race (22).

2.2. L immunité acquise

L'immunité acquise correspond a la production ou a la transmission d'un état de
résistance a un antigéne par l'action directe d'anticorps ou de cellules spécifiques a cet
antigene. Il existe deux méthodes d’assurer I'immunité : I’'immunisation active ou passive.
Celles-ci peuvent étre acquises naturellement ou induites artificiellement. L’ immunité active
s’acquiert par I’exposition & un stimulus immunogéne, c.a.d. capable d’induire une réponse
immunitaire. L’ immunisation active la plus efficace est celle qui suit une infection naturelle,
clinique ou latente. Dans de nombreuses maladies, elle assure une protection pour toute la vie
(CHAPEL H. et al., 2004); (22).
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2.2.1. Immunité acquise active

L"immunité acquise active est I'immunité obtenue aprés l'administration d'un vaccin
contenant des produits microbiens avec ou sans adjuvants afin d'obtenir une protection

immunologique long terme contre les microbes (CHAPEL H. et al., 2004) ; (23).

2.2.2. L immunité acquise passive

L'immunisation passive est l'administration d'anticorps préformés par la voie
intraveineuse ou intramusculaire; elle est employée pour apporter une protection rapide dans
certaines infections telles que la diphtérie ou le tétanos ou aprés exposition accidentelle a
certaines pathogeénes tels que I'hépatite B. Elle est généralement employée pour fournir une
protection chez les individus dont I'immunité est compromise (26), (27).

3. Immunisation des animaux

3.1. Choix de I’animal

Le choix de I'espece et de la souche animale doit étre effectué avec soin. Le chercheur
doit tenir compte des facteurs suivants: la quantité nécessaire d'anticorps ou d'antisérum; la
relation phylogénétique entre l'espéce d'ou provient I'antigene protéique et l'espéce utilisée
pour produire I'anticorps; la facilité et le codt de I’entretien de I’animal et I’utilisation prévue
des anticorps par exemple dans un ELISA, l'anticorps qui se lie a l'antigéne doit souvent
provenir d'une espece différente de celle ayant produit l'anticorps secondaire employé a
I'étape suivante du test (24), (29), (30).

Dans tous les cas, il convient d’utiliser des animaux adultes, jeunes et en bonne santé.
Généralement, les jeunes animaux adultes sont de meilleurs producteurs d'anticorps
polyclonaux (AcP) que les animaux plus agés parce que la fonction immunitaire atteint son
apogée a la puberté et diminue lentement par la suite. De plus, les femelles présentent certains
avantages sur les males puisqu'elles ont souvent une réponse immunitaire plus marquée. Elles
sont généralement plus dociles et faciles a manipuler et il est plus aisé de les loger par deux
ou en groupe (28), (25), (30).
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3.2. Choix de I’adjuvant

Les vaccins tués, spécialement ceux constitués de petites molécules ne sont pas des
antigénes puissants, mais peuvent étre rendus puissants en les injectant mélangés a d’autres
substances telles que I’hydroxyde d’aluminium, le phosphate d’aluminium, le phosphate de
calcium, Ilalbumine d’ceuf, I’alun, les émulsions d’huile minérale, les complexes
polynucléotidiques, la vitamine C, les lipopolysaccharides bactériens (LPS) de E. coli, de
Bordetella pertussis. Ces substances sont appelés adjuvants (BENZAIR A., 2009).

L’adjuvant est donc une substance qui fait agir de fagcon non spécifique pour
augmenter la réponse immune envers un antigene spécifique. Si un antigene est injecté en

association avec un adjuvant, son immunogénicité s’accroit (LYDYARD P.M. et al., 2002).

L’adjuvant le plus employé est celui de Freund. Il existe deux formes de cet adjuvant :
I’adjuvant incomplet et I’adjuvant complet. Le premier est constitué d’un mélange d’huile
minérale, d’un agent émulsifiant et d’une solution d’antigéne en milieu aqueux.
Le second, I’adjuvant de Freund complet (CFA), est constitué du premier auquel sont ajoutées
des mycobactéries tuées (Mycobacterium tuberculosis et/ou Mycobacterium butyricum)
(BENZAIR A., 2009).

Les propriétés des adjuvants doivent inclure : la capacité a permettre la libération lente
des antigénes afin de prolonger le temps d’exposition de I’antigéne avec le systéeme
immunitaire ; préserver I’intégrité de I’antigéne ; cibler les CPA ; stimuler les lymphocytes
cytotoxiques ; produire des réponses immunitaires sélectives. Les adjuvants sont actuellement
produits et testés pour déterminer comment générer sélectivement les réponses Thl et Th2
(LYDYARD P.M. et al., 2002).

3.3. Vaccination

Lors de la production d’anticorps, on tire parti de la réaction naturelle de défense du
corps contre les molécules étrangéres immunogenes de taille suffisante: les organismes
étrangers ayant pénétré dans le corps, les toxines voire les cellules mortes du corps lui-méme,
sont neutralisés et/ou éliminés lors d’une interaction complexe et controlée entre cellules et
médiateurs. Les étapes essentielles de cette interaction sont le transport de I’antigene, via la
lymphe ou le sang, du lieu de pénétration aux cellules de défenses spécifiques, situées dans les
ganglions lymphatiques et la rate, la présentation de I’antigéne par les macrophages, les
cellules dendritiques, les cellules T auxiliaires et, enfin, I’activation des cellules de defense
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spéecifiques a I’antigeéne et leur transformation en plasmocytes produisant les anticorps

(réponse humorale) et/ou en cellules T cytotoxiques (réponse a médiation cellulaire) et en
cellules B @ mémoire dans la rate et les ganglions lymphatiques (28) , (25).

Un nouveau contact avec le méme antigéne provoquera une réponse plus rapide et plus
forte. Ne survivant que quelques jours, voire quelques semaines, les plasmocytes doivent étre

remplacés continuellement par réactivation des cellules douées de mémoire (28).

Les vaccins sont fabriques soit a partir des virus entiers ou de leurs composants
(vaccin viraux), soit a partir des bactéries entiéres, de leurs toxines secrétées ou de leurs

polysaccharides (vaccins bactériens). Les différents types des vaccins sont :
3.3.1. Vaccin conventionnels.

a) anatoxines: si la réponse immunitaire cible certains produits du pathogéne, tels que les
toxines de Corynbacterium diphtéria ou de Clostridium tetani, on se sert de la partie de la

toxine responsable de I'immunité neutralisante pour produire le vaccin (32).

b) les fractions antigéniques contiennent des composants purifiées du pathogene, en général
des parties de son enveloppe (ESPINOSA E. et al., 2006).

c) les vaccins tués (atténués) représentent des bactéries tuées et sont efficaces pour
immuniser contre les pathogenes extracellulaires. Ils induisent une réponse humorale
satisfaisante, par exemple contre le choléra. La protection humorale est de durée limitée,
nécessitant des rappels répétés (ESPINOSA E. et al., 2006) ; (31).

d) les vaccins vivants présentent un risque trés élevé d'effets secondaires et d'infections par le
pathogéne. Néanmoins, leur efficacité vaccinale est supérieure, surtout quand l'induction

d'une réponse cellulaire est nécessaire. Le BCG est un exemple typique (32).
3.3.2 Vaccins récents

Certains pathogénes disposent de nombreuses stratégies pour échapper a la défense
immunitaire de I'n6te, ce qui a rendu le développement des vaccins efficaces jusqu'a présent
impossible. Les infections mycobactériennes (tuberculoses, lépre) et les maladies parasitaires
(paludisme, leishmaniose) en sont des exemples. On recherche donc actuellement de
nouvelles approches afin de faire fructifier les techniques de génie génétique et de développer
des vaccins plus performants et plus sirs (AMBROISE M., 1995); (32).
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a) peptides synthétiques : un peptide correspond au seul épitope actif d'un antigéne

protecteur. D'autres parties d'une protéine avec des effets potentiels défavorables (suppression
de la réponse, effets toxiques, réaction croisée avec les protéines de I'h6te) sont donc absentes.
L efficacité des peptides qui induisent principalement une réponse humorale varie fortement
en fonction également du typage HLA. Par conséquent, leur protection est limitée a une partie
de la population (ESPINOSA E. et al., 2006).

b) protéines recombinantes: les protéines recombinantes peuvent étre produites en grande
quantifié. A la différence des vaccins conventionnels, ces protéines sont dépourvues des
composantes du pathogéne représentant un risque d'effets secondaires. De plus, de tels
vaccins peuvent étre fabriqués méme si le pathogene ne peut pas ou trés difficilement étre
propagé in vitro. La production dépend d'un systeme d'expression approprié (par exemple E.
coli) et de la disponibilit¢ d'un protocole de purification du vaccin
(ESPINOSA E. et al., 2006).

c) souches de vaccination recombinantes: lorsqu'une protéine recombinante seule est
incapable d'induire une réponse immunitaire (surtout des cellules T), le correspondant peut
étre cloné dans un organisme porteur approprié (par exemple le virus de la vaccine ou le
BCG). L'immunité conjointe contre les antigénes du porteur et de la protéine recombinante
peut alors induire une immunité protectrice (ESPINOSA E. et al., 2006) ; (33).

d) Mutant par délétion: la délétion des génes, ayant un role essentiel dans la virulence ou la
survie du photogene dans I'hdte, permet de rendre le pathogene incapable d'induire une
maladie. La période de survie du pathogéne dans I'héte doit néanmoins étre suffisante pour
induire une réponse immunitaire efficace (GOROCHOV G. et al., 2000); (34).

e) les ADN purifiés: les ADN utilisés comme vaccin correspondent a un gene codant un
antigene du pathogene. Aprés son intégration dans le génome de I'hdte, 'ADN vaccinal est
transcrit et I'antigene codé (s'il est précédé par un peptide signal) est synthétisé, exporté, et
peut induire une réponse B. Une partie de I'antigéne produit est dégradée au sein de la cellule
et présentée aux cellulaire T par les molécules du CMH de classe 1 a la surface cellulaire.
Dans le modeéle animal, l'utilisation d'ADN purifi€ comme vaccin a produit des résultats
prometteurs. Néanmoins, plusieurs possibilités d'une transformation de I'ADN en une forme
virulente, la persistance de I'ADN et sa possible implication sont des questions fondamentales
(35).
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3.4. Choix de la dose et des critéeres de I’'immunisation

Le caractéere fondamental de I’antigene correspond a la capacité de ce dernier de
provoquer chez [I’animal une défense immunitaire avec induction d’une synthése
d’immunoglobulines spécifiques. Ce processus chez I’animal dépend de plusieurs facteurs
notamment (BENZAIR A., 2009).

3.4.1. La xénogénie

Une substance est dite xénogéne ou hétérologue lorsqu’elle est issue d’un organisme
étranger, d’espéce éloignée. Un antigéne n’est immunogene que lorsqu’il est reconnu comme
étant étranger par I’animal chez qui il est introduit. C’est la une condition essentielle de
I’immunogénicité. L’animal ne peut s’immuniser contre ses propres constituants. Il est
capable de distinguer les substances du « soi » et du « non soi ». Néanmoins, dans certaines
pathologies, si la capacité d’identification est déréglée, cela aboutit a I’auto-immunité
(BENZAIR A., 2009).

3.4.2. La dose

L’induction de la réponse immunitaire chez I’animal n’est pas effective que si la
quantité d’antigene introduite dans I’organisme est suffisante. Si la quantité d’antigéne
injectée est trop importante ou trop faible, il s’établit chez I’animal un état de tolérance ou il
n’y a pas de réponse immunitaire. L’animal est alors dans un état réfractaire a une
immunisation ultérieure réalisé méme avec des doses normalement immunologiques. Par
ailleurs, une substance est immunogeénique lorsque sa masse moléculaire est supérieure a 10
KDa ; lorsque la substance est de masse moléculaire inférieure a 10 KDa, elle ne peut induire
une réponse immunitaire que si elle est couplée a une molécule porteuse ; elle joue le réle
alors d’hapténe (BENZAIR A., 2009), (36).

3.4.3. La voie d’administration

La voie d’injection dépend de trois facteurs : le volume a administrer a I’animal, les
tampons ou les autres substances injectés avec I’'immunogene et la rapidité avec laquelle

I’immunogeéne doit étre libérer dans les vaisseaux lymphatiques ou dans la circulation(36).
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Les différentes sortes d’injection sont :

a) Injections sous-cutanées (SC) : Tres souvent, les injections sous cutanées sont faites pour
immuniser des animaux de laboratoire, en particulier les lapins. On peut injecter par cette voie
des antigénes particulaires et/ou mélangés a des adjuvants. Les solutions injectées sont
rapidement drainées par le systeme lymphatique local et se concentrent dans les ganglions
lymphatiques les plus proches. De grands volumes de solution contenant de I’adjuvant de
Freund ne doivent pas étre injectés dans un seul site, car ils pourraient produire des
granulomes graves (GOROCHOV G. et al., 2000) ; (36).

b) Injection intramusculaire(IM) : L’injection intramusculaire permet une libération lente
de I’antigéne. L’inoculum est déposé directement dans le tissu musculaire et I’antigéne n’est
reconnu par le systéme immunitaire que lorsqu’il est drainé dans les espaces interstitiels
avoisinants. L’inoculum est ensuite drainé vers les ganglions lymphatiques satellites. Les
injections intramusculaires sont difficiles chez les petits rongeurs. La voie intramusculaire

permet d’injecter des adjuvants ou des antigénes particulaires (37).

c) Injections intradermiques (ID) : Les injections intradermiques sont souvent utilisées pour
immuniser des gros animaux. Comme les injections intramusculaires, elles permettent une
libération trés lente de I'immunogéne. L’inoculum, injecté entre les couches de la peau,
diffuse lentement dans I’organisme. La voie intradermique permet d’injecter des inoculums
particulaires ou contenant des adjuvants. On ne peut injecter que de petits volumes par cette
voie ; I’antigéne doit donc impérativement étre concentré (ED H. et al., 1991).

d) Injections intraveineuses (IV): Pour la plupart des animaux de laboratoire, la voie
intraveineuse est pratique pour les injections secondaires et les rappels. Elle est rarement
employée pour I’injection primaire. L’antigéne, délivré directement dans la circulation
sanguine, est rapidement capté par le systéme réticulo-endothélial, essentiellement dans le
foie, les poumons et la rate. Tout produit toxique, comme les endotoxines bactériennes par

exemple, est particulierement dangereux par voie intraveineuse (38).

e) Injections intrapéritonéales (IP) : L’injection directe dans la cavité péritonéale est trés
simple et particulierement utile chez les petits rongeurs. Les antigénes injectés dans le
péritoine sont drainés dans les lymphatiques thoraciques puis dans la veine cave. Les
antigénes particulaires ou les antigénes en adjuvants peuvent étre administrés par cette voie en

toute sécurité. Des injections intrapéritonéales répétées en ACF induisent des granulomes et
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des adhérences fibreuses dans la cavité péritonéales qui peuvent aboutir a une rupture de la

rate rendant difficile la production d’hybridomes. Elles peuvent aussi provoquer des ascites,
voire des plasmocytomes chez certains animaux. La production d’ascite peut étre
extrémement utile pour obtenir de grandes quantités d’anticorps polyclonaux chez la souris.

Elle peut étre augmentée en injectant au moment adéquat des cellules de plasmocytomes (39).

f) Injection dans les organes lymphoides : L’injection directe dans un organe lymphoide
présente des avantages théoriques évidents : la dose totale de I'immunogéne est concentrée
dans une région spécialisée dans la réponse immunitaire. Le probléme majeur de cette voie
d’injection est la difficulté de I’injection, nécessitant souvent une intervention chirurgicale
(ED H. etal., 1991).

g) Injection dans les ganglions poplités de lapin : La patte arriére d’un lapin ou d’un autre
rongeur présente certains avantages pour I’injection d’un immunogene. Les injections faites
dans la partie postérieure du pied sont drainées dans les ganglions poplités de la face
postérieure du genou ou dans les ganglions poplités de la face postérieure du genou ou dans
les ganglions inguinaux. Les injections sont faites avec un adjuvant synthétique ou en
PBS (AMBROISE M., 1995) ; (ED H. et al., 1991).

h) Injection dans les coussinets plantaires chez le lapin ou les rongeurs : Les injections
dans les coussinets plantaires sont utilisées dans certains pays, mais bannies dans d’autres, car
considérées comme trop traumatiques. Sauf indication trés particuliere, il est préférable de
choisir d’autres voies. Les injections ne doivent jamais étre réalisées dans les parties du
coussinet plantaire qui supportent le plus de poids. De méme, les injections de rappel dans le
coussinet plantaire ne doivent jamais contenir d’ACF. Toujours anesthésier avant d’injecter
dans les coussinets plantaires (ED H. et al., 1991).

3.4.4. Le facteur temps

Le temps et I'intervalle séparant les injections jouent un réle important dans
I’induction et I'expression de la mémoire immunitaire. En général, la réponse augmente
quantitativement avec le nombre des injections : la concentration immunoglobulinique est
plus importante chez I’animal apres une seconde injection d’un méme antigéne qu’aprés une
unique injection. C’est la raison pour laquelle il y a nécessité d’effectuer des rappels
d’injections pour obtenir, lors d’une vaccination, une immunisation efficace contre un
antigene donné (BENZAIR A., 2009).
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3.4.5. L’association antigénique

Le résultait d’une immunisation a I’égard d’un antigene, défini en association avec un
second antigene, peut aussi varier suivant la forme de cette association. Si les deux antigenes
sont injectés simultanément, on peut assister a une augmentation de la réponse immunitaire
vis-a-vis de I’'un ou des deux antigenes (réaction synergique). Par contre, si les deux antigenes
pénétrent dans I’organisme séparément dans le temps (trois a six jours d’intervalle), on peut
observer une diminution, sinon une disparition de la réponse immunitaire vis-a-vis du
deuxieme antigene injecté. Toutefois, si un antigene est injecté en association avec un
adjuvant, son immunogénicité s’accroit (BENZAIR A., 2009) ; (40).

4. Production d’immunsérum

4.1. Production d’anticorps polyclonaux

Un immunsérum renferme des anticorps polyclonaux qui comporte des IgG de classes et
de sous-classes différentes, plusieurs allotypes de chaines lourdes et légeres kappa, des
chaines légeres kappa et lambda, différents paratopes liant les différents épitopes de la
molécule d'antigéne, des affinités différentes (AMBROISE M., 1995).

Le but de I'immunisation est I’obtention d’un immunsérum riche en anticorps
spécifiques de I’antigéne et de forte affinité. Les propriétés d’un immunsérum sont de plus
variables dans le temps et se modifient avec la répétition des injections. La production
d’anticorps spécifiques est la conséquence d’éveénements complexes faisant intervenir de

nombreux facteurs parmi lesquels :
- L’espéce animale, la lignée au sein d’une espéce,
- La nature et la dose de I’antigéne, son poids moléculaire.

- Le protocole d’immunisation (23), (41).
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4.2. Production d’anticorps monoclonaux :

4.2.1. Définition

Les anticorps monoclonaux sont des anticorps qui ont une seule spécificité choisie et
qui sont habituellement sécrétés de facon continue par des hybridomes rendus «immortels».
L'hybridome est un hybride artificiel construit a partir d'une cellule lymphoide productrice
d'anticorps et d'une cellule myélomateuses (immortelle). La technique des hybridomes mise
au point par Kohler et Milstein en 1975 est un outil de production de grandes quantités
d'anticorps hautement spécifiques qui a eu des répercussions considérables sur les méthodes
de diagnostic et de thérapie ainsi que sur I'ensemble de la recherche biomédicale. Ainsi, les

antiserums monoclonaux sont caractérisés par :

++ Une seule classe, voire une seule sous-classe d'immunoglobuline

+«+ Un seul isotype de chaine Iégére, soit kappa, soit lambda

¢ Un seul allotype de chaine lourde et de chaine légére, s’il existe un polymorphisme
allénique.

¢ Une spécificité anticorps unique, se liant a un seul épitope

% D'affinité unique (GAVRILOVIC M, 1996) ; (23), (41).

4.2.2. Etapes de la production des anticorps monoclonaux (fig. 9)

La production des AcM passe par I'immunisation (in vivo) de cellules lymphoides
sécrétant des anticorps, puis la sélection (in vitro) d'un hybridome producteur d'anticorps et en
fin, par la multiplication de clones de I'hybridome (soit in vitro, soit in vivo).

a) La premiere étape se fait généralement a I'aide d'un ou de plusieurs rats ou souris (agées de
6 a 8 semaines). L'antigene est généralement, mais pas toujours, injecté a l'animal
conjointement avec un adjuvant dont la fonction est d'accroitre la réponse immunitaire. En
général, le délai minimal entre les doses de rappel d'immunogene doit étre de 7 a 10 jours sauf
dans le cas d'un protocole d'immunisation rapide sans adjuvant (42).

b) On doit effectuer les saignées d'essai 3 jours apres le dernier rappel pour Vérifier qu'il y a
une réponse appropriée contre l'antigene et qu'il y a production des anticorps spécifiques. La
plupart des tests immunologiques servant a déterminer s'il y a production des anticorps désirés

nécessitent moins de 10ul de sérum murin. Aprés avoir confirmé I'existence de la réponse
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recherchée, on doit administrer un autre rappel a la souris, puis I'euthanasier 3 jours plus tard

et prélever sa rate; on isole alors les cellules lymphoides de cet organe et, dans certains cas,
des ganglions lymphatiques (GAVRILOVIC M, 1996) ; (ROIT I. etal., 2001) ; (23).

c) Par l'ajout de polyéthyléne glycol qui favorise la fusion des membranes, on fait fusionner
les cellules lymphoides avec des cellules myélomateuses parentales cultivées in vitro. Seule
une petite partie des cellules se fusionnent avec succés. Une autre méthode appelée
électrofusion permet grdce a I’action physique d’un courant électrique de haute intensité
pendant une période trés courte de fusionner les cellules (VOET D. et al., 2005); (42).

d) Le mélange formé par les 2 types de cellules non fusionnées et les nouvelles cellules
hybrides est placé sur un milieu de culture sélectif contenant du HAT, un mélange
d'hypoxanthine, d'aminoptérine et de thymidine. L'aminoptérine contenue dans le HAT est
une toxine puissante qui bloque l'une des voies métaboliques. La cellule peut contourner ce
blocage si elle est en présence des métabolites intermédiaires que sont I'hypoxanthine et la
thymidine. Les cellules de la rate croissent sur le HAT parce qu'elles peuvent utiliser cette
voie métabolique de rechange, mais les cellules myélomateuses ont une déficience HGPRT"
qui les en empéche et elles finissent donc par mourir. Les cellules de la rate meurent
naturellement au bout d'1 a 2 semaines de culture, mais les cellules fusionnées survivent parce
qu'elles ont acquis a la fois I'immortalité des cellules myélomateuses et la voie métabolique de
rechange des cellules de la rate. Certaines cellules fusionnées héritent également de la
capacité de production d'anticorps des cellules de la rate (23).

e) Par des procédures de dosage immunologique, on trie les hybridomes qui sécrétent
I'anticorps recherché. Si le résultat est positif, on clone les cultures en étalant les cellules pour
en placer une seule dans chaque cupule. On obtient ainsi un clone issu d'une méme cellule

d'origine immortelle et productrice d'anticorps (ROIT I. etal., 2002) ; (41).

f) Les hybridomes ainsi sélectionnés sont souvent clonés 2 ou 3 fois in vitro pour assurer la
production de cultures d'hybridomes véritablement monoclonaux dont les anticorps ont une
spécificité unique (KARP G., mars 2010) ;(41).

g) On peut multiplier les hybridomes ainsi clonés soit en continuant de les cultiver in vitro,
soit in vivo. Il est possible de produire des AcM par injection d'hybridomes dans la cavité
abdominale de plusieurs espéces de rongeurs. La multiplication subséquente des hybridomes
dans le liquide ascitique permet de produire facilement des AcM de fagcon économique. Une
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autre méthode possible de production d'AcM, qui n'est cependant pas employée

régulierement, est l'extraction d'anticorps recombinants a partir du lait d'animaux
génétiquement modifiés. En effet, I'expression des AcM semble étre beaucoup plus
importante dans le lait des souris et des chévres transgéniques que dans les systemes de
culture cellulaire. Les méthodes les plus récentes de production d'AcM, par exemple les
techniques d'expression des phages et I'expression sous forme de protéines recombinantes, ne
nécessitent pas l'utilisation d'animaux (JANEWAY C.A. et al., 2003); (23), (41).

immunisation de la souris
pour l'obtetion des Acs cellule de Myélome
choisies

cellule B isolé & partir de la
rate de la souris immunisé /

fusion des cellules productrices d'hybridomes en
pésence du polyéthyléne glycol (PEG)

provient d'une tumeur
provoguée

sélection des ~ 2
hY_t)_r| domes par le détection des hybridomes w
milieu HAT intéressants par I'utilisation de

plusieurs méthodes: ELISA, RIA. . consetvetion des ACs

monoclonaux produits aprés
clonage

Figure 9 : production d’anticorps monoclonaux (43).

4.2.3. Domaine d’applications des anticorps monoclonaux :

Le premier avantage des anticorps monoclonaux est de permettre une thérapie ciblée
car ils sont tres spécifiques des agents pathogénes qu’ils visent et engendrent une activation
du systeme immunitaire via des processus de recrutement du complément notamment. Leurs
meécanismes d’action sont en outre bien connus. Ensuite, ils ont une faible toxicité par rapport
a des chimiothérapies non-spécifiques, en oncologie par exemple et entrainent moins d’effets
secondaires (PARHAM P., 2003).
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Par rapport aux thérapies classiques, leur efficacité peut étre supérieure avec

I’observation d’une durée de vie augmentée et d’une meilleure qualité de vie dans de

nombreuses pathologies cancéreuses, par exemple (ROIT I. etal., 2001) ; (41).

D’autre part, face a I’laugmentation de la résistance aux antibiotiques et a I’émergence
de nouveaux virus et microorganismes, ils représentent une option intéressante. lls sont,
parfois mémes, la seule alternative en I’absence de thérapies contre certaines infections
virales, comme le Virus Respiratoire Syncitial (RSV). En outre, aucune stratégie vaccinale
n’est parfois envisageable. Cela concerne I’anthrax par exemple (43).

Et puis, les sujets fragiles comme les prématurés ou les personnes agées risquent de
développer de graves infections. Au début de leur utilisation, la composante animale des
anticorps monoclonaux créait d’importants effets secondaires comme des réactions
allergiques. Il a méme été relevé des complications infectieuses mais celles-ci n’ont pas été

démontrées dans le cas d’anticorps anti-infectieux (PARHAM P., 2003).

D’autre part, on peut souligner que leur pénétration tissulaire est limitée alors que
I’atteinte de la matrice extracellulaire est nécessaire pour cibler les cellules d’intérét. Et puis,
leurs modes d’action variés ont pour conséquence de limiter leur action de base car la liaison
a I’antigéne n’est pas la seule interaction réalisée par un anticorps monoclonal. Il est noté que,
contrairement a d’autres traitements, I’utilisation des anticorps monoclonaux est limitée aux
seules pathologies dont les causes précises ont été identifiées car la moindre variation
antigénique entraine une impossibilité de ciblage du pathogene. Enfin, concernant I’aspect
économique, on sait que leurs prix de vente, en lien avec les colts de production, sont élevés

par rapport aux médicaments antimicrobiens (JANEWAY C.A. et al., 2003).

Ainsi, les anticorps monoclonaux sont en compétition avec les vaccins, les petites
molécules antivirales et les antibiotiques que ce soit en termes techniques ou économiques. Ils
ont cependant une place réelle dans le traitement des maladies infectieuses car leur intérét est
indéniable (PARHAM P., 2003).

- Fondamentales : La production d’anticorps monoclonaux a permis des études fines de
structure d'lg pures. Définir I’aspect d’une fonction, déterminer une carte épitopique, ou

encore de rechercher des épitopes non déterminés sur une protéine.
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- Diagnostiques : en tant que sondes moléculaires : identification (type cellulaire, pathogénes,

molécules), analyses quantitatives (ELISA), localisation (tissus) aussi bien dans le domaine
humain que vétérinaire (JANEWAY C.A. et al., 2003).

- Agro-alimentaires : recherche d’eéléments néfastes pour la santé dans le domaine alimentaire

ou encore I’intervention dans la sélection de semences dans le domaine agricole.

- Thérapeutiques en tant que vecteur spécifique de toxines ou de drogue anticancéreuses, dans

la prévention de rejet de greffe, traitement des maladies auto-immunes.

Autre Ac monoclonal humanisé utilisé en clinique : Omalizumab (xolair®) qui est une 1gG1
dirigée contre I'IgE humaine, utilisée dans le traitement de I’allergie (prévient I’interaction
des IgE avec les récepteurs FceR1).

- Dans le cas d’anticorps chimére, les régions constantes des chaines lourdes et légeres des Ig

murines sont remplacées par des régions constantes humaines.

- Dans le cas d’anticorps humanisés, les régions hypervariables d’une Ig humaines sont
remplacées par celles d’origine murine (ROIT I. et al., 2002); (ROIT I. et al., 2001 (41).
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1. METHODES DE SEPARATION NON SPECIFIQUES :

1.1. Précipitation :

Les molécules biologiques et notamment les protéines globulaires peuvent étre
précipitées en occasionnant une perturbation du milieu qui les contient, par une
modification du pH, de la force ionique et de la température. Les propriétés du milieu sont
aussi modifiées par addition de certains sels tres solubles ou de solutions organiques miscibles
(SINE J.P., 2003).

1.1.1. Précipitations par des sels :
a) Principe :

La précipitation des protéines par adjonction des sels, encore appelée précipitation par
« salting-out » ou relargage, est la méthode de fractionnement protéique la plus largement

utilisée.

Le principe de la précipitation est lié¢ a la compétition qui peut apparaitre pour les
molécules d'eau entre les ions du sel et les molécules des protéines afin d'assurer leur
solvatation. A des concentrations de sel suffisamment élevées, il se produit une modification
au niveau de la couche d'hydratation des protéines due a I'exclusion des molécules d'eau par
les ions du sel, ce qui favorise les interactions protéine-protéine et permettra la formation du
précipite (SINE J.P., 2003).

b) Applications :

Le sulfate d’ammonium (NHa4)2SOs est le sel le plus communément préconisé pour la
précipitation des protéines, en raison de son faible codt, de son pouvoir précipitant élevé, de
sa grande solubilité et de son faible effet dénaturant vis-a-vis des protéines.

Actuellement, cette procédure inclut NaCl, KCI, CaCk, Na,SO4, MgSQOa. Les solutions
saturées de NaCl de force ionique plus faible que celle du sulfate d'ammonium sont limitées en
application. Néanmoins, certaines protéines fibreuses, solubles en milieu faiblement acide, peuvent
étre fractionnées avec NaCl ou KCI (fibrinogene, kératine, myosine, tropomyosine et collagéne).
Certains sels en solution concentrée comme le phosphate de potassium présente une densité et
une viscosité trés élevées qui rendent tres difficile la décantation des parties solubles sous
forme de précipité (SINE J.P., 2003).

Essai de purification des immunoglobulines G -



a [T
Chapitre 111 : Les techniques de purification et séparation des%
e ----------2013
Les domaines d'application de la précipitation par le sulfate d'ammonium sont diversifiés :

e Purification d'une protéine d'intérét :

Les zones de précipitation ne sont pas les mémes pour toutes les protéines qui se
trouvent en mélange (Fig. 10). Par exemple, il est possible de précipiter et d'éliminer par
centrifugation les protéines indésirables a 40% de saturation de sulfate d'ammonium. Puis, la

protéine a purifier, restée dans la solution surnageant, sera précipitée a son tour en augmentant
la concentration en sel.

100 — ==—=——== g
~ o —— Protéines totales

- — Protéine d'intérét

50 —

Protéine en solution (%)

- - -

Sulfate d'ammonium (%)

Figure 10 : Séparation d'une protéine d'intérét par précipitation
au sulfate d'ammonium (KAMOUN P., 1977).

e Fractionnement d'un mélange de molécules :

La méthode de fractionnement différentiel des protéines, appelée encore précipitation
fractionnée, consiste a effectuer des précipitations successives par augmentation de la
concentration en sel afin de localiser la fraction contenant la protéine d’intérét parmi d'autres
protéines. C’est le cas des enzymes contenues dans le broyat musculaire du lapin, qui peuvent
étre séparées aprés plusieurs phases de précipitations a des concentrations croissantes en
sulfate d’ammonium. Par ailleurs, ce procédé est presque toujours utilisé pour la précipitation
des anticorps de lapin en utilisant une solution saturée de sulfate d’ammonium. La
concentration a laquelle les anticorps précipitent varie légerement d’une espéce a une autre.
La plupart des anticorps de lapin précipitent dans une solution saturée a 40 %, tandis que les

anticorps de souris nécessitent une solution saturées a 45-50 %. Comme la plupart des

Essai de purification des immunoglobulines G -



a.ﬁ
Chapitre 111 : Les techniques de purification et séparation des%
S — S}
constituants du sérum ne précipitent pas a ces concentrations, on utilise généralement une

solution saturée & 50 %, sans tenir compte de I’origine des Acs (ED H. et al., 1991).

Un des inconvénients de cette technique est que les anticorps précipités ne sont pas
purs. lls sont contaminés par des protéines piégées dans le précipitat. De ce fait, I’utilisation
de la technique de précipitation au sulfate d’ammonium doit étre combinée a d’autres
methodes de purification (ED H. et al., 1991).

e Concentration d’échantillons :

La précipitation au sulfate d’ammonium est également utilisée en phase analytique,
dans un but de concentration, apres des étapes de chromatographies échangeuses d’ions ou de
filtration sur gel. Cependant, la concentration en protéines devra étre supérieure a 1 mg/ml. Si
la concentration est inférieure a cette valeur, une étape de concentration par ultrafiltration
devra précéder le salting out. Dans la plupart des cas, le précipité sera récupéré par
centrifugation (10000 g) pendant 10 min. Le culot devra étre dissout dans un volume de
tampon équivalent & au moins deux fois le volume de précipité (SINE J.P., 2003).

1.1.2. Précipitations par des alcools :

A température basse (0°C), un mélange de protéines ou d’anticorps solubles peut étre
fractionné par addition progressive d'un volume de solvant organique neutre (EX. : éthanol,
méthanol, acide acétique, acétone, phénol, etc.). Un solvant organique ajouté a une solution
protéique aqueuse, entraine une diminution du constant diélectrique du milieu aqueux. Ainsi
les molécules d’eau formant une structure ordonnée le long des régions apolaires a la surface
des protéines sont déplacées et remplacées par les molécules du solvant organique. Ce
déplacement s’accompagne d’une diminution de la solubilité des zones polaires des protéines,
ce qui induit des nouvelles interactions électrostatiques et formation d’un réseau ou agrégat
protéique (SINE J.P., 2003).

1.2. La chromatographie:

Les méthodes chromatographiques sont des méthodes de séparation, de fractionnement
et de purification des différents constituants d'un mélange organique. Elles s’appliquent a la
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plupart des composés organiques et des macromolécules (protéines, polysaccharides,

hormones, anticorps, enzymes, etc.).

La premiere chromatographie a été realisee par le botaniste Mikhail TSWEET en 1906
sur des pigments végétaux colorés. Son nom dérive de khréma, couleur et graphein, écrire =
enregistrement graphique des couleurs (BENZAIR A., 2009) ; (44).

La séparation des substances biologiques met en jeu plusieurs techniques
chromatographiques basées sur diverses propriétés physico- chimiques des molécules a
séparer. Ces propriétés sont :

e La tendance de la molécule a se dissoudre dans un liquide (solubilité du soluté a
séparer).

e La tendance de la molécule a se lier a un support solide (adsorption de la molécule a
séparer).

e La tendance de la molécule de passer de I'état liquide a I'état gazeux (volatilité de la

molécule a séparer).

e La capacité de la molécule a reconnaitre une autre molécule ou un composé difféerent
(reconnaissance biologique ou affinité biologique que possédent certaines molécules
entre elles, ex. : Enzyme-Substrat; Antigene-Anticorps; Hormone-Récepteur, etc.).

Il existe deux types de chromatographies:

-Chromatographie en phase gazeuse : Selon la nature de la phase stationnaire, on
distingue la chromatographie gaz-solide et la chromatographie gaz-liquide.

-Chromatographie en phase liquide : Dans ce type de chromatographie, la phase mobile
est un liquide, alors que la phase stationnaire est variée. Selon les cas, on distingue :

e La Chromatographie d'exclusion-diffusion: Elle est connue sous plusieurs
appellations: Filtration moléculaire, Gel filtration, Tamis moléculaire, Perméation de
gel. La phase stationnaire est dans ce cas un solide (un gel poreux).

e La chromatographie échangeuse d'ions: La phase stationnaire est constituée par une

résine poreuse, chargée positivement ou négativement.
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e Lachromatographie d'affinité : La phase stationnaire est un support sur lequel on fixe

un ligand présentant une bioaffinité pour la substance a analyser.

e La chromatographie de partage: Appelée aussi chromatographie liquide-liquide,

puisque la phase stationnaire se présente sous forme d'un liquide fixé sur un support.

e La chromatographie d'adsorption: C'est une chromatographie dont la phase
stationnaire est un solide adsorbant (45) ; (46).

1.2.1. Chromatographie d*exclusion-diffusion ou gel filtration

a) Principe:

Cette technigue est la plus ancienne des méthodes chromatographiques. Son principe repose
sur la séparation des molécules selon leur taille et leur forme. Les molécules dont la taille est
supérieure a celle des plus gros pores du gel, c'est a dire supérieure a la limite d'exclusion du gel ne
peuvent y pénétrer, migrent dans la phase aqueuse qui entoure les grains du gel et quittent les
premieres le lit du gel (la matrice) placé préalablement dans une colonne a chromatographie.
Par contre, les molécules plus petites pénétrent dans le gel et leur migration est ainsi retardée
(Fig. 11). (MAROUF A., 2001-2002).

grosses molécules o o~
exclus —+0 g g0 @

H A DS CAGE ! ¢ netites Senleg g
petites molécules —w e "o 0/ 0 retard [\et22 SAe les petites molécules

Y o7 : | o o do op
incluses @ A o sontincluses ~—» granule de gel

o d'exclusion

granule de gel »
d'exclusion ‘
les grosses molécules N

) sont exclues
CELITIHIT avee @ °

Vo @@ 0 @

Figure 11: La chromatographie de filtration moléculaire ou
d'exclusion diffusion (MAROUF A., 2001-2002).
A : Principe de la technique. B : Représentation d'un gel d'exclusion.
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b) Appareillage :

L'exploitation d'une maniére fiable et rentable de cette technique implique I'emploi de
plusieurs appareils et dispositifs en série (Chaine de chromatographie) La chaine comporte
plusieurs outils (Fig. 12):

v' Colonne de verre : contient la phase stationnaire (gel poreux : ex. Sephadex), a
I'extrémité de laquelle on a introduit un disque poreux pour bloguer la phase solide en
laissant passer seulement la phase mobile. La colonne est munie également a son
extrémite inférieure d'un tube capillaire qui sert a relier la colonne & la pompe. La
colonne doit étre rigoureusement verticale. Sa hauteur dépend du but recherché : courte
pour dessalage, longue (01 metre ou plus) pour les séparations fines.

v' Pompe péristaltique : c'est un appareil qui remplace l'opérateur pour l'aspiration des
liquides et leur répartition dans les tubes. Elle est formée d'un ensemble de cylindres
de métal ou de plastique dur, paralléles: cet ensemble tourne & une vitesse constante.
Chacun des cylindres, en appuyant successivement sur un tuyau calibré, provoque
I'écoulement d'un fluide a lintérieur de ce tuyau. Le débit d'écoulement est
conditionné par la vitesse de rotation de la pompe et le diametre du tuyau.

v’ Détecteur (spectrophotometre a UV) : est réglé a une longueur d'onde donné (a 254
nm s'il s'agit des protéines) pour une certaine sensibilité capable de détecter des
molécules séparées (protéines par ex.) a cette longueur d'onde.

v' Cellule photoélectrique du spectrophotomeétre : est reliée a un enregistreur qui traduit
les variations de densité optique du flux liquidien en une courbe. Le passage d'un
échantillon (protéine par ex.) provoque la réaction colorée qui se traduit a I'enregistreur
par un pic dont la hauteur est proportionnelle a la densité optique DO. Quand aucun
échantillon n'est aspiré, ¢ a d qu'il ne passe dans la cuve du spectrophotometre que le
tampon (l'équivalent d'un blanc de réactif), on obtient sur I'enregistreur une ligne

droite. Cette droite est dite «ligne de base ».

v’ Le distributeur ou collecteur de fractions (échantillons) : est automatique et peut
collecter des volumes égaux d'échantillon dans des tubes (45), (46).
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b

Fiqure 12 : Appareillage d’une chromatographie liquide (47).
c) Technique

La réalisation pratique de la filtration moléculaire des échantillons repose sur les étapes

suivantes:

= L'échantillon est déposé au sommet d'une colonne cylindrique contenant une matrice
solide perméable comme la cellulose immergée dans un solvant ou le gel de Sephadex
(le plus utilisé). Le type de gel est choisi en fonction du domaine de fractionnement dans

lequel se trouvent les molécules a séparer.

Les billes de "Sephadex™ sont constituées d'un dérivé du dextrane : ce sont des chaines
de glucose liées par des liaisons osidiques (o 1- 4 et al-6). A la base de cette

réticulation on a pu établir plusieurs types de Sephadex voir annexe (Tableau B).

= Une grande quantité de solvant (un tampon généralement) est alors pompée et
percolera lentement a travers la colonne. Les billes poreuses du gel ont des trous d'un
diamétre bien déterminé, ne laissant passer que les petites molécules tandis que les

grosses molécules transitent entre les billes.

= Le solvant entraine avec lui les divers composants de I'échantillon vers le bas de la
colonne. Les molécules a séparer se déplacent a des vitesses différentes et seront donc
récupérées a des temps différents dans des tubes a essais; Les grosses molécules dont le
diamétre est supérieur a celui des pores sont exclues et donc éluées les premiéres au

niveau du volume mort Vo. Les petites et moyennes molécules sont éluées plus
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tardivement, car inclues dans le gel, leur migration est freinée. Les solutés sont donc

éluées dans l'ordre inverse des masses moléculaires. C'est pourquoi, il existe une
relation linéaire entre le volume d%élution et le logarithme de la masse molaire
(MAROUF A., 2001-2002).

d) Domaines d*application :

La filtration sur gel est couramment utilisée en Biochimie, dans deux types d'application :
les séparations de groupe pour obtenir une séparation grossiére, et le fractionnement

moléculaire pour une séparation fine:
& Séparation de molécules de P.M. différents :

La séparation de groupe consiste a séparer les petites molécules des grosses molécules :
les grosses molécules dont le diamétre est supérieur a celui des pores sont exclues et sont éluées
les premiéres au niveau du volume mort Vm ou Vo. Les moyennes et petites molécules sont

éluées plus tardivement car incluses dans les mailles du gel, leur migration est freinée.

Dans le fractionnement, on sépare un mélange complexe de protéines ou plusieurs
fractions de poids moléculaires différents. Le principal usage de ce type de procédure est la
détermination des masses moléculaires des protéines, ce qui est une application analytique. On
peut aussi se servir du fractionnement moléculaire pour purifier une protéine donnée, ce qui est
donc une application « préparative » (MAROUF A., 2001-2002).

« Dessalage (élimination des sels) :

On peut facilement séparer les macromolécules d'une solution contenant des molécules de
petits poids moléculaires comme les sels (d'ou le terme Dessalage), les sucres, les acides aminés,
etc.).

Le procédé est simple : il suffit de prendre un gel ayant une limite d'exclusion tres basse
(ex. : Sephadex G10, G25) qui permettra seulement la pénétration des petites molécules mais
pas les macromolécules (protéines, par ex.). Certaines résines synthétiques offrent des
meilleures conditions pour les procédés de dessalage (débit rapide, limite de résolution trés
basse et qualité de résolution grossiere). Une simple filtration permet donc de recueillir
rapidement le volume mort contenant les protéines débarrassées des sels et de toute autre

petite molécule qui y était fixée. On se sert donc de cette technique pour éliminer les
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contaminations (sels, détergents, groupements chargés, etc.) Cette approche peut remplacer

avantageusement la dialyse, elle est beaucoup plus rapide mais nécessite un peu plus de
manipulation et de suivi constant. Du c6té industriel, on peut par exemple produire du lait sans
lactose, pour des personnes intolérantes a ce produit, en suivant ce méme principe. Dans ce cas,
les colonnes utilisées sont de grandes tailles (de taille industrielle) (MAROUF A., 2001-2002).

« Détermination des poids moléculaires :

La filtration moléculaire est abondamment utilisée en biochimie pour déterminer les
poids moléculaires des protéines. Elle a remplacé avec succes la centrifugation analytique
dans ce genre d'application. Cela nécessite seulement I’emploi d'une colonne de gel de haute
qualité (qualité fine ou superfine) et trés soigneusement calibrée.

Pour calibrer une colonne, il suffit de chromatographier des protéines dont les masses
moléculaires sont connues (Protéines standards ou étalons). On note le volume d'élution de
chaque étalon (Ve) en fonction du Log de son poids moléculaire (Log PM), et ce pour dresser
une courbe d'étalonnage (Fig. 13). Une fois calibrée, la colonne peut étre employée pour
déterminer le PM d'un ou plusieurs inconnus en reportant tout simplement, sur la courbe, le
volume d'élution de I'inconnu qui, par extrapolation, permet de calculer son poids moléculaire
(MAROUF A., 2001-2002) ; (49).

log NN
il

i >
r N e wvolume
Wi i d'élution

Figure 13: Courbe d’étalonnage (MAROUF A., 2001-2002).
« Purification des protéines :

Cette technique peut servir comme une étape de purification d'une protéine. Pour ce faire,
il faut utiliser une résine de qualité supérieure qui permettra une résolution maximale. Les

filtrations sur gels sont souvent la derniére étape dans un protocole de purification des protéines
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car, pour étre justement efficaces, elles nécessitent une préparation relativement pure, ayant un
petit volume (KAMOUN P., 1977), (50).

1.2.2. Chromatographie d'échange ionique
a) Principe :

Cette technique est basée sur la propriété que possédent certains groupements a la
surface d’une molécule (acides aminés, protéines, acides nucléiques, anticorps, etc.),
d'échanger réversiblement des charges négatives ou positives avec d'autres groupements de
charges opposées, fixés au préalable sur une phase stationnaire (un support de gel) appelée
échangeur d'ions dont la neutralité électrique est assuré par des ions de charges différentes
(contre ions). Lorsqu’un mélange de molécules parcourt le support chargé, tous les
composants ayant une charge nette opposée a celle de I’échangeur sont retenus électro
statiquement par échange avec les contre- ions préfixés, alors que ceux dont la charge est
identique ou sans charge passent a travers le gel sans étre retenus (KAMOUN P., 1977) ; (46).

b) Les échangeurs ioniques :

Les premiers supports ioniques appliqués a la séparation des protéines ont été introduit
en 1956 Par PETERSON et SORBEH. Il s’agit de deux types de gels, les plus couramment
utilisés dans la pratique: échangeurs cationiques ou anioniques (48).

e Echangeurs cationiques :

Ils possedent une charge négative (-) et peuvent donc fixer des composés chargé + (des
cations) apportés par la phase mobile. Ces supports peuvent étre équilibrés ou stabilisés par un
cation mobile (un contre ion), par exemple: Na" ou K*. On dit alors que I’échangeur est en

cycle sodium ou potassium.

Le CM- Cellulose est un exemple de résine cationique, contenant des groupements
acides faibles (- COO), le Sulfopropyle qui contient des groupements sulfoniques (- SOz") est
par contre une résines cationiques forte et toujours fortement ionisés quel que soit le pH du
milieu (fig. 14) (46).
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e Echangeurs anioniques :

C’est une matrice ou un gel Chargé positivement (+), capable d’échanger des anions
ou contre ions (YY) avec un groupement (-) porté par la molécule a purifier. Un échangeur
anionique contient lI'un des groupements positifs : NHs", NH*, N*. Il peut par exemple

échanger son anion (CI") avec I'ion Acétate (CHzCOO").

Les résines cationiques faibles contiennent des groupements basiques faiblement
chargés (Amines), exemple : DEAE- cellulose (Diethyl amine éthyl- cellulose), alors que les
résines cationiques fortes sont des bases fortes, trop chargées, exemple le QAE- cellulose
(quaternaire amino éthyl- cellulose) (fig. 15) (47) ; (50).

- le CM-polyoside (carboxyméthyle) : échan-

Avl-] 151 - le DEAE-polyoside (diéthylaminoéthyle),
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Figure 14: Echangeurs cationiques
faible et fort (46) ; (47).
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Figure 15 : Echangeurs anioniques
fort et faible (46) ; (47).

c) Méthodologie :

Une séparation chromatographique par échange d’ions s’effectue généralement en trois

étapes successives:
= Equilibrage du gel :

Elle consiste a assurer la neutralité ou la stabilité des groupements chargés, portés par le
gel. Cela peut se faire directement apres le remplissage de la colonne, par addition d’ions de

charges opposées, appelées contre- ions (49).
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= Echange ionique et fixation :

- L’échantillon est déposé a la surface d’un gel cationique dans un solvant aqueux dont le
pH et la force ionique vont permettre la fixation de certaines de ses molécules sur les
sites ionisés de la phase stationnaire; la fixation est favorisée par échange des contre-
ions (X*, par ex. Na*) contre les cations de I’échantillon.

- L’étape de fixation peut étre suivie et contrdlée au niveau de I’enregistreur :

- Si toutes les protéines de charge (+) sont fixées, la ligne de base du tracé reste a
I’origine. Si, on obtient un pic, cela signifie que les protéines n’ont pas été fixees (46).

= Elution.

L’éluant est une solution aqueuse qui contient des ions échangeables avec les solutés
fixés sur I'échangeur. L’élution consiste a déplacer les protéines de leur sites de fixation en

modifiant certaines caractéristiques de la phase mobile; la force ionique et/ou le pH.

On peut éluer, par exemple, différentes protéines fortement fixées par augmentation
progressive de la force ionique (la densité de charge) de la phase mobile (I’éluant) en utilisant
un gradient de concentration d’un sel ne modifiant pas le pH du milieu (ex. NaCl) (49).

2. METHODES DE SEPARATION SPECIFIQUES :
2.1. Chromatographie d’affinité :
2.1.1. Principe :

La séparation repose ici sur I’interaction spécifique entre une molécule a séparer (ex.
un anticorps) et son effecteur spécifique (son antigene spécifique). Ce dernier appelé ligand,

est fixé sous une forme accessible, a la surface de la matrice (un gel insoluble).

A partir d’un mélange de substances contenant I’anticorps recherché, le ligand ne
retient que celle- ci, tandis que toutes les autres substances n’interagissant pas, migrent sans
obstacle avec le solvant. On élue ensuite de la colonne, I’anticorps a I’état pur en changeant
les conditions de I'élution pour dissocier le complexe (Ac-Ag) (48).
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Trois types d'affinités sont utilisés :

e Affinité enzyme-substrat
o Affinité ligand-récepteur

e Affinité antigene-anticorps.
2.1.2. Méthodologie :
Une chromatographie d’affinité comporte généralement trois étapes (Fig. 16)
= Couplage du ligand sur la résine.

= Adsorption de la molécule d’intérét et élimination des molécules

contaminatrices.
= Désorption des molécules recherchées.
a) Couplage du ligand :

Il faut coupler le ligand sur une résine a chromatographie qui en tant que telle, n’a pas
d’affinité pour la molécule d’intérét. Ce couplage doit se faire sans dénaturer le ligand afin
que ce dernier conserve son affinité pour la substance qu’on veut séparer. Il existe plusieurs

gels de résines préparés d’avance sur lequel on peut coupler le ligand choisi.

Les gels possédent en général un groupement chimique facilement activable, fixé au

bout d’un bras écarteur.

Diverses résines existent sur le marché avec leurs groupements activables : Bromure de
cyanogene CNBr ou P-Nitrophényle pour coupler un ligand avec une amine, Hydrazine pour
un ligand ayant une fonction aldéhyde, un Thiol pour un ligand avec thiol (51).

Le couplage consiste donc a :
1- « Activer » le gel pour qu’il puisse former un lien covalent avec le ligand.
2- Mettre en présence la résine avec le ligand.

3- Deéclencher la réaction de formation des liens covalents avec le ligand et la
résine par des conditions physico-chimiques appropriées.

4- Eliminer les réactifs résiduels.
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b) Adsorption :

L’adsorption se fait évidemment dans des conditions physico-chimiques bien
déterminées (pH, force ionique, etc.) ou I’équilibre de la réaction tend fortement vers le
maintien de I’interaction ligand-molécule d’intérét; toutes les molécules sans affinité pour le
ligand ne se lieront évidemment pas et élueront rapidement. On lave ensuite la colonne avec

le solvant d’adsorption pour éliminer toute molécule contaminante résiduelle.

c) Désorption :

La désorption est faite en exposant la résine contenant le complexe ligand-molécule
d’intérét a des conditions qui déstabilisent I’interaction. Cela peut étre fait en changeant les
conditions physico-chimiques initiales pour affaiblir I’interaction. On utilise le plus souvent
un mélange de désorption contenant un produit chimique plus ou moins structurellement
analogue au ligand et si possible, ayant encore plus d’affinité pour la molécule d’intérét. On
peut aussi utiliser des détergents doux qui vont briser certaines interactions protéines-
protéines.

2.1.3. Applications :

a) Isolement des protéines :

La chromatographie d’affinité est couramment utilisée pour isoler des protéines. De
nombreux types des molécules peuvent étre utilisés comme ligand; les anticorps sont des
ligands tres efficaces pour isoler les antigénes spécifiques ; un glucide peut étre un bon ligand

pour une lectine .inversement, une lectine servira de ligand pour une glycoprotéine (48)

La protéine A, une protéine bactérienne ayant une grande affinité pour le fragment
constant des anticorps. Il est alors systématiquement utiliseé pour purifier un mélange
d’anticorps polyclonaux. L immunodiacetate, capable de complexer les métaux, peut servir a
adsorber les métalloprotéines. De fagon générale, on peut multiplier a I’infini les possibilités
d’interactions spécifiques.
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b) Isolement des anticorps :

Pratiquement, il existe différentes techniques permettant le couplage de I'antigéne
(l'effecteur) de facon covalente sur le support activé, grace a I'utilisation d'agents de pontage,
comme le bromure de cyanogene, la glutaraldéhyde, etc. Les effecteurs pouvant fixer des

Immunoglobulines sont par ailleurs nombreux. On distingue :

La protéine A : composant majeur de la paroi du Staphylococcus aureus, fixe
fortement certains catégories d’lg G par la partie Fc.

La protéine G : extraite de Staphylococcus Sp, elle fixe des sous classes d’lg G avec
une affinité supérieure que celle due a la protéine A.

Les microbilles : Variables par leur taille et leur nature (par ex : agarose, polystyréne,
chlorure de polyvinyle, silice, latex, Nylon). Ces microbilles servent de support inerte,
insoluble a la surface duquel on fixe des antigénes qui sont capables de lier des anticorps
spécifiques, alors que les immunoglobulines non spécifiques et les autres protéines sont
éliminees (Fig. 16) (JANEWAY C.A. et al., 2003).

c) Isolement des acides nucléiques

Plusieurs méthodes d’affinité ont été mises au point la purification des acides
nucléique. Ainsi, les ARNmM polyadenylés peuvent facilement étres isoles par
chromatographie sur des résines d’oligo desoxythymidine - cellulose ou poly uridine -
Sepharose. En effet, a faible force ionique, la courte séquence de poly adénines au bout 3’ des
ARNm peut se lier par simple complémentarit¢ de base a des séquences d’oligo
desoxythymidine ou de poly-uridine. On peut ensuite résorber a haute force ionique.
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Figure 16: Principe de la chromatographie d'affinité
par des microbilles (JANEWAY C.A. et al., 2003)
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Figure 17: Etapes de la chromatographie d’affinité (46) ; (51).

2.2. Ring test ou test de I'anneau:
2.2.1. Principe :

Le test consiste a mettre en présence dans un tube capillaire un sérum contenant les
anticorps recherchés et l'antigéne correspondant sans les mélanger de fagon a laisser s'opérer
la diffusion des molécules dissoutes entre les deux solutions. Si les concentrations respectives
en anticorps et en antigénes sont judicieusement choisies pour se trouver dans la zone
d'équivalence, on observe la formation d'un anneau de précipitation blanchatre a I’interface
entre les deux solutions (Fig. 18) (VAUBOURDOLLE M., 2007).

L’existence d’une précipitation optimale (état d’équivalence) peut étre expliquée par
I’augmentation du nombre de sites anticorps occupés par I’antigéne. Une fois la saturation
obtenue, I’addition supplémentaire d’antigénes entraine la dissociation du réseau (phénoméne
de zone).
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|_____—Anneau réactionnel

Sérum anti- G

Figure 18 : Test de I'anneau (VAUBOURDOLLE M., 2007).

2.2.2. Application :
Ce test simple et rapide peut étre utilisé pour plusieurs applications :
- L'étude de la spécificité de l'anticorps vis-a-vis d'un antigene donné;

- Détection et suivi de la production d'anticorps spécifiques par l'organisme soumis a
I'injection d'un antigéne (animal hyperimmunisé);

- Réalisation d'un titrage grossier des anticorps en utilisant des solutions d'antigenes de
concentrations différentes.

2.3. Immuno néphélémeétrie ou turbidimétrie :

2.3.1. Définition :

La néphélémétrie (du terme grec nephelos = nuage) est une technique quantitative,
spécifique et rapide qui est généralement utilisée pour mesurer les concentrations de protéines
sériques par immuno- précipitation. Elle sert a détecter facilement la formation de complexes
immuns insolubles dans un milieu aqueux car ceux-ci provoquent une augmentation de la
turbidité du milieu réactionnel que I'on peut mesurer par un appareil automate produisant des
rayons laser (AMBROISE M., 1995); (5).

La néphélémétrie a remplacé la méthode de Heidelberger et Kendall (technique
ancienne, tres lente et moins reproductible) qui consistait a apprécier la quantité de précipité

formé par un simple dosage chimique du taux d'azote contenu dans les protéines (5).
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2.3.2. Principe :

- Le seérum dilué est mis en présence d'un anti sérum spécifique dans des proportions
variables pour avoir, au moins, dans quelques tubes les conditions de formation du

réseau et une précipitation.

- Apres incubation dans des conditions humides pendant plusieurs heures, il se forme le
complexe antigéne-anticorps qui précipite sous forme de fines particules permettant
une analyse néphélémétrique. (Fig. 19)

- Unrayon laser traverse le tube contenant d’éventuelles particules du précipité.

- Le rayon diffracté par les particules est mesuré a la sortie a laide d'un
photomultiplicateur (appareil qui mesure la diffraction).

- L'ongle de déviation est proportionnel & la concentration de la molécule a doser (Plus
il y a de précipité Ac-Ag, plus il y aura de signal sur le photomultiplicateur).
Toutefois, si l'ongle d'entrée = ongle de sortie, cela veut dire que la concentration est
alors nulle (22).

|~ Faisceau laser

S
Pl

“Q
/ Photomultiplicateur (diffraction de

la lumiére de 7a 10degrés)

Figure 19: Principe de la néphélémétrie (AMBROISE M., 1995).
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2.4. Immunodiffusion simple ou test d'Ouchterlony :

2.4.1. Principe :

La technique repose sur l'utilisation d'un gel vierge, coulé sur un support solide ou
anticorps et antigénes déposés en deux points distants peuvent diffuser lentement dans le gel
formant un gradient de concentration.

La précipitation a lieu au niveau du front de diffusion a I'endroit ou les concentrations

en Ag et Ac correspondent a la zone d'équivalence.
2.4.2. Technique :

Sur la couche mince du gel I’agarose, on creuse deux puits a I'emporte-piéce : dans
I’un des puits est placé un anticorps et dans l'autre un antigéne. La configuration la plus
courante est celle ou un puits central contenant le sérum est entouré de 6 a 8 puits

périphériques dans lesquels sont déposés les antigeénes ou vice versa.

Apres le dépbt, on laisse diffuser les échantillons dans une enceinte humide, a 25 °C.
Quand la réaction est terminée (24 a 48 heures), on peut laver le gel dans du sérum
physiologique pour éliminer les autres protéines non spécifiques.

On colore le précipité par un réactif (soit le bleu de Coomassie, soit I'Amidon
Schwartz, soit le vert de lissamine), et ce pour révéler les arcs de précipitation qui se forment

entre le puits central et les puits périphériques.
2.4.3. Application :

Cette technique a l'avantage de permettre l'identification des différentes fractions
d'antigénes par un anticorps poly spécifique. Ca sert aussi a comparer le comportement de
plusieurs immuns sérums vis-a-vis d'un Ag et inversement. C'est ainsi qu'ont pu étre définies
entre deux antigénes ou plus des réactions d'identité, d'identité partielle, et de non identité
(Fig. 20).
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Figure 20: Détermination et interprétation des réactions d’identité entre

deux antigénes par immunodiffusion simple (5).

2.5. Immunodiffusion radiale ou technique de Mancini :
2.5.1. Principe :

La technique est basée sur I’aptitude des Ags a diffuser sur un gel d’agarose imprégne
d'un immun sérum & dilution convenable; une concentration constante d’anticorps est donc
assurée en chaque point du gel. Un volume d'échantillon (quelques ul d'antigenes) est
introduit dans le puits creusé au préalable dans le gel. Autour du lieu de dépét, il y a
apparition de disque de précipitation, dont la surface (diamétre carré) est directement
proportionnelle a la concentration en antigénes (18).

2.5.2. Application :

Cette méthode peut étre appliquée au dosage quantitatif des immunoglobulines dans le

sérum.

L'établissement d’un courbe étalon a partir de solutions contenant des concentrations
connues et croissantes d'antigénes permet de préciser la concentration d'une solution inconnue

du méme antigéne par la simple mesure du diamétre du cercle de précipitation (52).
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2.6. Immunoélectrophorese simple ou technique de Graber :

2.6.1. Principe :

Développée il y'a plus de 50 ans par Grabar et Williams en 1953, cette méthode
quantitative met en jeu une séparation des protéines par électrophorése dans un gel d'agarose
suivie d'une double diffusion contre des anticorps spécifiques selon une direction
perpendiculaire a I'axe de migration électrophorétique. Chaque zone d'équivalence correspond
a un précipité (Ag-Ac) qui se traduit par un arc de précipitation.

2.6.2. Technique :
Les étapes de réalisation de la technique sont les suivantes :

e Une lame de microscope recouverte d'agarose et percée d'un puits, dans lequel on

introduit le sérum (I’anticorps) ou l'antigene a analyser ;

o

e On sépare les protéines selon leur charge grace a un courant électrique.

b -

e On découpe ensuite une gouttiere au milieu de la lame, dans laquelle on verse de

—————

I'antisérum polyclonal ou I'antisérum humain reconnaissant pratiqguement toutes les protéines
du sérum humain.
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e Apres diffusion des antigénes et des anticorps, on obtient différents arcs de

précipitation qui peuvent étre colorés et comparés (SINE J.P., 2003).

2.6.3. Application :

L'immunoélectrophorese est trés appliquée dans la séparation des protéines du sérum
humain contre I'antisérum spécifique: plus de 30 molécules antigéniques différentes dans le
sérum humain ont été mises en évidence par cette technique en utilisant, comme anticorps, un
sérum animal antisérum humain. Cette technique est également trés utilisée pour dépister et
identifier les anomalies des immunoglobulines sériques par comparaison au sérum normal
(Fig. 21) (SINE J.P., 2003) ; (52).

Serum Humain Normal

(SHI)

Sérum humain i tester

Sérum Humain Normal
(SHIM)

atiti- séruim bith ain

‘%ﬂg.’—_ﬁ_

polyspécifigue

Serum humain i tesier

Figure 21: Séparation du sérum humain par immunoélectrophorése et recherche

d’anomalies au niveau des immunoglobulines sériques (SINE J.P., 2003).
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1. Matériels :

1.1. Petits matériels :

- Béchers ; - Burette (1 X 60 cm); - Coton; - Micropipettes; -Pipettes pasteurs; -
Embouts ; - Etiquettes ; - Flacons; -Erlenmeyer; - Mortier ; - Pilon; - Plateau ; -Papier
aluminium ; - Tubes a essai; - Seringues jetables; — Spatule ; - Tubes Eppendorfs ; -
Tube a hémolyse citratés ; — Portoir ; - Tubes a hémolyse secs.

1.2. Equipements :

- Balance de paillasse ; - Balance de précision; -Barreau magnétique ;  -centrifugeuse ;
- Agitateur magnétique et barreaux; -Spectrophotométre UV ; -Spectrophotomeétre visible ;
- Autoclave ; - pH metre ; - Néphélomeétre ;- Automate : Turbidimeétre.

1.3. Réactifs et solutions :

-Eau distillée ; -Alcool éthylique ; -Bovine sérum albumine (BSA) ; - Solution de
Biuret ; - Eau physiologique 9%o ;- Tampon phosphate buffer saline (PBS) ; -xyléne ;

- Gel de Sephadex G-100 en poudre - Adjuvant complet de Freund (ACF) ; - Sérums ;
-Anti- 1gG

1.4. Matériels biologiques :

-Lapins

2. Animaux et alimentation :

2.1. Animaux :

Les expériences sont réalisées sur deux lapins de sexe méle, vivant ensemble dans
une cage. Le premiers lapin est agé de 9 mois, le second est 4gé de 5 mois. Leurs poids
sont 2,2 kg et 1,6 kg respectivement.
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2.2. Condition d'élevage (photo 1) :

Les animaux sont hébergés dans la salle de I'animalerie, au niveau du département
de biologie a l'université 08 Mai 1945 de Guelma, dans une cage en acier, de forme
parallélépipédique. Avant leur installation, une prise de poids a été effectuée sur les deux
lapins. Dans cette salle, les animaux y trouvent une bonne aération ainsi qu'une bonne
température et une humidité convenable mais ces derniers parametres ne sont pas
controlés. Les animaux sont nourris principalement aux feuilles de laitue et de choux mais

aussi de miettes de pains, et ont acces direct a I'eau.

2.3. Prélevement de sang (photo 2) :

Les prélevements de sang se sont effectués au niveau des oreilles par ponction
intraveineuse a l'aide d'une aiguille, une semaine apreés que les lapins se soient installés et
adaptés avec le milieu. Ces prélevements sont recueillis dans des tubes citratés pour éviter
leur coagulation et sont ensuite centrifugés a la vitesse de 3500 tours/minute, pendant 15
minutes, pour récupérer le sérum qui est immediatement conservé a -16 °C pour utilisation

ultérieure.

Le premier prélevement qui concerne le sérum négatif, s’est fait avant
I'immunisation, les autres préléevements destinés a la pratique se sont faits huit jours apres
I’immunisation. Deux prises de sang au moins ont été régulierement pratiquées chaque

semaine sur les lapins, pendant plus de 25 jours.

2.4. Induction de la réponse immunitaire (photo 3):

Apres avoir récolté le sérum négatif, nous avons passé a la premiére induction.
Cette induction de la réponse immunitaire a été réalisée par inoculation dans le corps de
I'animal d’une dose connue d’un immunogéne fort : I’Adjuvant Complet de Freund. Elle a
pour but damplifier la réponse immunitaire, donc une production importante des
immunoglobulines. Le titre d’anticorps tend a augmenter normalement pendant au moins

les trois semaines post-induction.
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L'induction de la réponse immunitaire est faite aprés rasage des lapins sur la partie

dorsale, a deux endroits distincts en utilisant une lame de rasoir et de l'alcool éthylique
pour stériliser les endroits rasés et empécher les infections. L'injection se fait par voie sous-
cutanée, en petites doses réparties sur plusieurs sites, a raison de 25 pl adjuvant/kg. Ainsi,
le petit lapin qui pese 1,6 kg recoit environ 40 ul d'adjuvant, alors que le grand lapin qui
pése 2,2 kg recoit 55 pl d'adjuvant.

Afin de prévoir toute réaction anaphylactique ou d’éventuelles infections cutanées,
un suivi de I’état sanitaire des animaux pendant quelques jours est strictement exigé. Apres
une semaine de I’induction, on a commencé a récolter le sérum sur les deux lapins, et ce
pendant trois semaines successives pour but de suivre I’évolution de la réponse

immunitaire vis-a-vis de I’adjuvant inoculé.

KU
3%

B
XN, ¢
v\*ﬂ fevjaf i

Photo 1 : Lapins dans la cage.

Photo 3: Immunisation d'un lapin.

Essai de purification des immunoglobulines G E@%




D
PARTIE PRATIQUE : Matériels et méthodes ‘@J

3. Dosage des protéines :

Le dosage des protéines totales des sérums récoltés avant et aprés I’immunisation
des animaux a été effectué selon la méthode de Biuret. C’est une méthode quantitative,
basée sur le développement d’une réaction colorée (méthode colorimétrique). Bien qu’elle
soit peu sensible, elle est relativement rapide et sa principale qualité est davoir une
absorption égale pour toutes les protéines (SINE, 2003).

3.1. Principe :

Son principe repose sur le développement d'une réaction colorée capable d'absorber
les spectres visibles, a une longueur d'onde A= 540 nm. Dans cette réaction, les ions
cuivriques (provenant du sulfate de cuivre, composant important de la solution de Biuret
donnant une couleur bleu vif au milieu), forment avec les liaisons peptidiques présentes au
niveau des protéines & doser un complexe de coloration bleu- violacée, et ce en milieu
alcalin (présence de NaOH dans la solution de Biuret). Le nombre de liaisons peptidiques
dans le complexe formé, et par conséquent la concentration en protéines détermine
l'intensité de cette coloration. Cette intensité est mesurable en termes de densités optiques
D.O. par le spectrophotomeétre.

3.2. Mode de Préparation de la solution de Biuret :
# On a préparé chaque solution a part comme suivant:

v Une solution de NaOH, soit (15 g dans 100 ml de H.O distillée).

v Une solution de CuSQsg, soit (0,75g dans 100 ml de H2O distillée).

v" Une solution de Tartrate de Na et K, soit (3 g dans 100 ml de H.O
distillée).

v Une solution de KI, soit (0,5 g dans 100 ml de H2O distillée).

#= Dans un bécher de 500 ml, on met d’abord la solution de NaOH, puis apres
agitation douce, on ajoute en 2°™ ordre la solution de CuSOg. Puis, les solutions de
Tartrate et de Kl sont rajoutées successivement, tout en agitant apres chaque étape.

= On complete avec de I’eau distillée jusqu’a 500 ml, et la solution est conservée loin

de la lumiére, & +4 °C.
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3.3. Etablissement de la Courbe d'étalonnage :

A partir d'une solution mere de protéine étalon BSA utilisée & une concentration
de 10 g/l, soit 10 mg/ml, on a réalisé une gamme de dilutions croissantes dans 05 tubes a
essais contenant 2 a 10 mg de protéines BSA. Apres avoir bien mélangé les tubes par le
vortex, on les a incubés pendant 20 minutes a I'obscurité jusqu'au développement de la

coloration.

La réalisation des dosages est effectuée selon le tableau ci-dessous, et la lecture de
I'absorbance (les densités optiques DO) s’est faite a l'aide d'un spectrophotomeétre visible, a
une longueur d'onde de 540 nm en utilisant des cuvettes jetables.

Les résultats des D.O des différentes dilutions de BSA sont regroupés sous forme
de tableau (Tableau 2). La représentation de la courbe d'étalonnage DO = F(C)
correspondant aux différentes lectures densitomeétriques, se trouve dans l'annexe (Fig. 23).

Tableau 1 : Quantité des solutions pour réaliser la courbe d’étalonnage

tubes Blanc | T1 T2 T3 T4 T5

solutions

Etalon BSA a 10 mg/ml

Volume prélevé en ml

Eau physiologique (NaCl 9%o)

Solution de Biuret

Volume en ml

Quantité de protéines BSA/tube

Concentration en mg/ml
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3.4. Dosage des protéines :

Apres avoir décongelé les échantillons que nous avons récoltés tout au long des
trois semaines suivant lI'immunisation, on a procédé a la dilution de tous les sérums a doser

jusqu'a 1/10°™ puisqu’ils se sont avérés trop concentrés dans leur état brut.

Ensuite, dans un tube a essai, on y introduit 1 ml de I'échantillon dilué, auquel on
ajoute 4 ml de la solution de Biuret. Les dosages des échantillons sont effectués en double

essai comme décrit précédemment pour les protéines étalons.

4. Ring test ou test de I'anneau : (Photo 4)
4.1. Principe :

Ce test est basé sur la confrontation de deux solutions: I’adjuvant complet de

Freund comme antigéne et le sérum contenant éventuellement des anticorps spécifiques.

Apres incubation de ce mélange dans des tubes capillaires (pipettes pasteurs), a
I’obscurité pendant 48 heures, on observe si les concentrations respectives en anticorps et
en antigenes sont judicieusement choisies pour se trouver dans la zone d'équivalence, la

formation d'un anneau de précipitation blanchatre a I’interface entre les deux solutions.
4.2. Procédure :

Dans le fond d’une pipette de pasteur disposée verticalement, on dépose 200 pl
d’immunsérum de lapin. A ce volume, on ajoute par-dessus 200 pl d’ACF en laissant
couler le liquide lentement le long de la paroi de fagon a éviter de mélanger les solutions,
ce qui permet d’avoir enfin deux phases hétérogénes non miscibles. Cette manipulation est
réalisée de facon a tester les pools de sérums prélevés sur les trois semaines (photo 2).

5. Précipitation au Sulfate d'ammonium

Un mélange de plusieurs sérums récoltés durant les deux derniéres semaines post
immunisation (environ 30 ml) est soumis a une précipitation par addition de quantités
croissantes de sulfate d’ammonium a I’état cristallisé. L'ajout du sel se fait par fractions
sous agitation continue, dans un milieu froid (0°C) (photo 5). La quantité de sulfate
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d'ammonium nécessaire pour précipiter la totalité des immunoglobulines est de 22,9 g

pour 100 ml sérum, ce qui correspond a un taux de saturation de 40% annexe (Tableau C).
Donc, pour 30 ml de sérum, nous avons utilisé 6g de sulfate d'ammonium.

Le mélange obtenu par précipitation est laissé décanter a 4°C pendant une heure pour
permettre une parfaite précipitation des molécules et formation du culot. Ce dernier est
récupéré par centrifugation pendant 30 minutes. Les substances précipitées sont ensuite
resolubilisées avec du tampon PBS, puis dessalé pendant une nuit par une dialyse contre
de I’eau distillée (photo 6). Le produit final constitue I’échantillon a chromatographier

W

\\/'

dans I’étape suivante.

=3

Photo 4 : Réalisation du ring test (début) Photo 5: Ajout du sulfate d'ammonium

dans le sérum

Photo 6 : Echantillon aprés dialyse dans le Boudin

6. Chromatographie sur gel Sephadex G-100 :

6.1. Principe:

La séparation par gel filtration met en jeu deux phases : une phase mobile (liquide)

traverse une phase stationnaire (solide). Il s’ensuit une migration différentielle ou les
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divers composants initialement présents dans la phase mobile sont sélectivement séparés
d’aprés leur taille et sont éluées dans I’ordre des masses moléculaire décroissantes
(KAMOUN, 1977).

Les grosses molécules ne pénetrent pas dans le gel et sont éluées trés rapidement
de la colonne chromatographique avec le volume mort, les plus petites molécules sont
éluées tardivement puisqu’elles pénétrent dans les pores du gel et se déplacent plus

lentement.

6.2. Procédure :
6.2.1. Préparation du gel :

Environ 6g de sephadex G-100 fournis sous-forme d’une poudre seche, sont mis a
gonfler dans un volume de tampon de PBS, Ph7 ,2 (voir composition chimique I’annexe)
équivaut al5fois le poids du gel, soit approximativement 100ml de tapon. Le gel est
ensuite placé dans I’autoclave bouillant a 90°C-100°C, pendant 5heures, pour dégazer
parfaitement la solution. On élimine, par aspiration, les particules qui peuvent apparaitre
sur la surface. Le gel est enfin conservé a + 4 °C jusqu'a utilisation.

6.2.2. Remplissage de la colonne (Photos 7 et 8) :

Une burette de diamétre 1.1 cm a été utilisée comme colonne de filtration. A
l'extrémité de celle-ci, on a introduit du coton en verre pour bloguer la phase solide, puis
on I’a remplie soigneusement avec du gel Sephadex jusqu'a une hauteur de 55 cm.

La colonne remplie de gel a été équilibré par passage de volumes importants de
tampon pendant plusieurs heures. Cette manipulation est nécessaire pour stabiliser et laver le

gel en utilisant un débit d’écoulement constant de 15 ml/h.
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Photo 7:Remplissage de la colonne. Photo 8: Dépét de I’échantillon.

Photo 9: Diffusion et séparation de I’échantillon.
6.2.3. Technique:

Un pool reconstitué aprés précipitation au sulfate d’ammonium, d’un volume de 5
ml (environ 4,5 mg/ml) est passé a travers la colonne de Sephadex G- 100 (Photo 9).
L'élution des protéines séparées est réalisée a l'aide de 120 ml de tampon PBS, pH 7.2 et
des fractions de 2,5 ml//tube sont recueillies.

La concentration des protéines éluées est suivie par lecture des DO au
spectrophotometre UV, a 254 nm. Les mesures d'absorbances sont effectuées par rapport a
un blanc (tampon seul), et les valeurs obtenues nous ont permis de tracer la courbe de la
densité optique (DO) en fonction du volume d'¢lution (Ve) en ml (Tableau 4). Ensuite, des
pools ont été effectués a partir des différents pics du chromatogramme. De chaque pool, on
a aliquoté 3 ml d’échantillon dans un tube eppendorfs pour d’autres applications.
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7. Dosage par immunoturbidimétrie (photo 10) :

7.1. Principe :

L'échantillon contenant l'antigene (IgG) est mis en contact avec un exces
d'anticorps spécifique (anti-1gG). Le mélange formé est déposé dans une cuve d'analyse a
travers laquelle un faisceau lumineux traverse le complexe immun Ac-Ag soluble: une
partie de la lumiére incidente est absorbée, l'autre diffuse pour étre transformée en lecture
densitométrique.

Lors de la détermination du point final, l'accroissement de l'absorption dans une
période donnée correspond a la concentration des immunoglobulines G.

7.2. Protocole :

La manipulation consiste a mettre en présence de I'échantillon contenant les IgG a
doser (sérum du lapin) deux réactifs R1 et R2 de composition différente : le premier est
composé de : tampon TRIS : 20 mmol, pH 8, NaCl : 200 mmol/l ; polyéthyléneglycol
(PEG) : 3,6%; conservateur et stabilisateurs et le deuxiéme se compose d'anticorps anti-
1gG, tampon TRIS : 20 mmol/I; pH 8, NaCl : 15 mmol/I et de conservateur. L'addition du
PEG est recommandée puisqu’il permet d'atteindre rapidement le point final, et augmenter
la sensibilité de la réaction Ac-Ag en diminuant le risque d'obtention des résultats
faussement négatifs pour les échantillons présentant un excés d'antigénes. Les anticorps
anti-1gG réagissent avec les IgG de I'échantillon en formant un complexe en réseau (IgG-
anti-lgG). La concentration de ce complexe, et par conséquent celle des IgG qui y sont
présentes, est proportionnelle a la quantité du signal lumineux capté et transformé en
lecture par I’appareil.

Photo 10 : Automate : Turbidimétre.
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1. Résultats du dosage des protéines (Tableau 2) :

Les résultats suivants sont des résultats obtenus apres dosages des protéines par la
méthode de Biuret. Aprés le calibrage de l'appareil par les protéines BSA, les résultats des
échantillons montrent une croissante augmentation de production de protéines dans les sérums

animaux.

Photo 11: du dosage colorimétrique des dilutions du BSA.

Les résultats du dosage du BSA par la méthode de Biuret montrent une nette
augmentation de la densité optique au fur et a mesure que la concentration du BSA augmente
(Tableau 2). Il en est de méme pour les protéines sériques récoltées tout au long de
I'expérimentation. Lorsqu'on immunise un animal, ce dernier répond a l'immunisation en
produisant des anticorps spécifique contre l'antigéne inoculé. Cette production d'anticorps se
manifeste par un taux élevé de protéines, ce qui a augmenté la densité optique (Tableau 3).
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Tableau 2: Résultats des DO issues du dosage colorimétrique des dilutions du BSA par la

méthode de Biuret.

Blanc | Tubel | Tube?2 | Tube3 | Tube 4 | Tube5
Etalon BSA a 10mg/ml volume
o 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
prélevé en (ml)
Eau physiologique (NaCl 9%
PRYSIologid ( ) 1 0,8 0,6 0,4 0,2 00
volume en (ml)
Solution de Biuret volume en (ml) 4 4 4 4 4 4
Quantité de protéine BSA/tube
) 0 2 4 6 8 10
concentration en mg/mi
Lecture de la D.O. a 540 nm 00 0,049 0126 |0,228 |[0,312 0,388

Tableau 3: dosage de I'échantillon brut par le bleu de Biuret.

Sérum 1 semaine post- | 2°™ semaine post- | 3°™ semaine post-
Solutions immunisation immunisation immunisation
Echantillon en ml 1 1 1
Solution de Biuret 4 4 4
Lecture de D.O. a 540 0,231 0,245

0,208
nm
Concentration de 6,225 6,575
I'échantillon en mg/ml S

2. Résultats du dosage des protéines par le *'ring test™ (test d’anneau) :

Sur la photo 12, aprés la réaction du sérum avec I'ACF, on peut voir clairement la

formation d'anneaux, de couleur blanchatre. La formation de ces anneaux dans la zone

d'équivalence, prouve que I'animal a réagi parfaitement a I'immunisation.

Le ring test est en fait une technique qualitative qui ne permet pas de déterminer la

quantité de protéine produites mais se fier seulement a montrer la présence d'une substance

induite par l'immunogene. Cela a permis de concrétiser la notion de réaction spécifique
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antigéne-anticorps par rapport puisqu'il a eu formation d'anneaux dans ces dernieres réactions,

de complexe immun et de zone d'équivalence a I'endroit ou s'est formé le complexe immun ou
les anneaux. Ces résultats sont en accords avec les résultats d'autres recherches (MICHEL,
2007).

Photo 12: formation d'anneau.

3. Résultats de la précipitation au sulfate d'ammonium :

En présence de 35-40 % de sulfate d'ammonium, les protéines (immunoglobulines)
précipitent. Ces résultats sont en accords avec les résultats d'autres recherches (JEJIOZEM
G .C.H. 2007) ; (GARAUD J.C. et ROUSSEL G., 2011); (DESCACHT. N, et al 2010).

|

B
-
o]

Photo 13 : Mélange laiteux du sérum. Photo 14: Précipité des immunoglobulines.

avec le sulfate d'ammonium. apres centrifugation.
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4. Résultats de la chromatographie d‘exclusion -diffusion

Les résultats représentés dans le (Tableau 4) découlent de I'absorbance des
échantillons élués aprés chromatographie d'exclusion sur gel de Sephadex G-100.

Tableau 4 : valeurs des DO a 285 nm des différentes fractions collectées.
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Figure 22 : Profil d'absorbance a 285 nm des différentes fractions protéiques du sérum
séparées par chromatographie d'exclusion sur gel de Sephadex G-100.

Ce chromatogramme montre que le mélange protéique a été fractionné
majoritairement en 4 pics distincts. La premiére partie de la courbe montre nettement un pic
assez développée par comparaison aux autres pics élués par la suite. Ce grand pic, qui
correspond a la fraction protéique majeure, est situé entre les tubes 4 et 16 qui apparaissent
juste aprés le volume mort. Les trois autres fractions protéiques sont obtenues dans les
volumes situés entre 40 et 80 ml. Elles sont représentées par des pics ayant des profils presque

identiques, indiquant une résolution ou séparation presque identique.

Ces résultats permettent de conclure que ce mélange est hétérogéne, constitué par la
diversité de protéines n'ayant pas srement la méme taille, et ne possédant pas un méme
comportement physico-chimique. La premiere partie du chromatogramme (1° pic) est
représentée par les immunoglobulines dont la masse moléculaire est environ 150 Kda et la

seconde partie (les autres pics) par I'albumine (65 Kda) et les globulines (a- et B-globulines).

La chromatographie d'exclusion bien qu'elle soit une technique de base qui se révele
utile dans la séparation des mélanges biologiques, elle ne peut en aucun cas aboutir a un taux
de purification assez satisfaisant, sauf si elle est combinée et/ou compléter par d'autres
techniques de purification comme la chromatographie d’affinité, I’électrophorese ou la
chromatographie d’échange ionique. En effet, cette derniére est couramment utilisée comme
technique analytique complémentaire dans le but d’augmenter le taux de pureté des
différentes macromolécules séparées (les immunoglobulines y compris) aprés d’autres étapes

préparatoires. Comme les immunoglobulines sont les composants du sérum les plus chargées,
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par rapport aux autres protéines qui y sont présentes (les aloumines notamment), I’échange
ionique pourrait évidemment suivre I’étape de gel filtration pour améliorer I’aspect analytique

des immunoglobulines G et augmenter leur degré de pureté.

5. Résultats du dosage des immunoglobulines G :

Les résultats suivants (Tableau 5) sont obtenus apres dosage des immunoglobulines
G par la méthode de la turbidimétrie.

Tableau 5 : Résultats du dosage d’immunoglobuline G.

Echantillons | Echant. | Echant. Echant. | Echant. Echant. Echant. | Echant.
négatif | 1°° 20me 3eme 4eme aprés aprés

semaine semaine | semaine semaine dialyse | chromatographie

Résultats
(mg/ml) 2,76 3,26 3,78 4,29 4,23 4,44 2,67

A partir de ces résultats, nous constatons une nette augmentation de la concentration
des 1gG au fur et a mesure que les jours passent (Fig. 23). En partant donc de la plus faible
concentration obtenue pour le sérum négatif, avec une concentration minimale (2,76 mg/ml),
on a passé, dans trois semaines apres I'immunisation, a la valeur maximale, soit une
concentration de 4,29 mg/ml. Cette augmentation de concentration signifie qu’il y’a eu une
conséquente augmentation des 1gG du lapin, ce qui veut dire qu’il s’est produit une induction
positive de la réponse immunitaire par I’animal, qui s’est traduite par la production
d’anticorps spécifiques vis-a-vis de I'immunogéne utilisé (ACF). Apreés la 3°™ semaine post
immunisation, des la 4°™ semaine, on a remarqué une stabilité de la concentration des
immunoglobulines (un plateau de pics), ce qui correspond normalement a la phase optimale
de la réponse immunitaire. Par ailleurs, Il est évident de constater aprés dialyse, une légere
augmentation de la concentration puisque normalement les protéines se concentrent par perte
de certaines molécules de petite taille qui vont diffuser a travers la membrane de dialyse,
semi-perméable en amenant avec elles une quantité d’eau. Néanmoins, on a pu observer une

diminution assez importante de la concentration des immunoglobulines G qui ne peut étre
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interprétée que par une éventuelle perte ou adsorption des protéines par la phase stationnaire

(le gel) lors de la chromatographie, sans oublier en fait que les protéines éluées dans la
colonne ont subi une forte dilution par le solvant (le tampon d’élution).

5 Concentration

4,5 -

2,5 A

1,5 1

0 T T T T T T

Negatif ~ 1léreSemaine 2eme 3éme 4eme

. . ) Temps
Semaine Semaine Semaine P

«—Période pré-

induction <« Périodes post-induction —

Figure 23 : Résultats de la courbe de dosage d’immunoglobuline G.

Essai de purification des immunoglobulines G g



. €%
Conclusion \&./
------------------------------------------------------ femeee2013

Les immunoglobulines, en tant que biomolécules actives et spécifiques, constituent un
groupe hétérogéne de macromolécules qui se différent par leur poids moléculaire et leur
activité biologique, capables de reconnaitre des déterminants antigéniques diversifiés avec
des affinités distinctes.

L'importance des immunoglobulines dans plusieurs domaines de recherche et
d’investigation (immunobiologie, immunogénétique, médecine, etc.) a conduit plusieurs
chercheurs a encourager toute initiative devant aider a l'obtention et a la préparation des

immunoglobulines polyclonaux et monoclonaux.

Leur emploi en pratique a engendré un énorme bouleversement dans le potentiel
diagnostique et thérapeutique, et a permis d’avoir de considérables progrés dans le domaine
de la recherche fondamentale.

Notre travail s'est porté sur deux approches : en premier lieu la production et

quantification des anticorps et en second lieu la purification des immunoglobulines.

L'approche de production des anticorps nous a permis de constater comment le
systéeme immunitaire réagit face une attaque que ce soit bactérienne, virale ou autre et ainsi

mettre en évidence la réponse produite durant un moment face a un antigene connu.

L'approche purification des immunoglobulines nous a permis de mettre en évidence
plusieurs techniques biochimiques qui s'averent nécessaire pour l'isolement et le traitement
analytique des différentes biomolécules, en particulier les protéines globulaires telles que les

immunoglobulines.

Les résultats obtenus laissent voir une augmentation des protéines sériques tout au
long de I'expérience, en méme temps une confirmation de la réaction du systeme immunitaire
contre l'adjuvant complet de Freund. Il serait difficile de dire si les immunoglobulines G
obtenues sont pures ou non par manque d'analyses approfondies.

Cette étude mérite d'étre poursuivie et compléter par d'autres techniques plus
rentables et spécifiques en l'occurrence la chromatographie d'échange ionique et la
chromatographie d‘affinité. Cette derniére s'avére, d'aprés les données de la littérature, plus
productive puisqu'elle permet le plus souvent de purifier les immunoglobulines a

homogénéité, en se basant sur une réaction spécifique antigéne-anticorps.
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