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RESUME

Tous les organismes sont confrontés au problénmadotien de leur intégrité. Des systémes componiésoe
parfois complexes sont des réponses aux agressiterses: la fuite, 'attaque, etc. Mais l'agresgieut
souvent étre plus insidieuse, comme dans le cas dhfection par un microorganisme, par exemplauidé
part, la menace peut provenir de l'individu lui-ng&grau cas ou certaines de ses cellules échappeanhtible et
a la coordination de 1'organisme et forment alesstdmeurs ou cancers. En réponse a ces deuxdgpes
problémes, les organismes multicellulaires ont@lélles systémes de protection, grace a la spsatiah de
certaines de leurs cellules dans la défense.

Les plus simples de ces systémes se sont mis em @lpartir de mécanismes et de propriétés qutiagx déja
chez les unicellulaires. En effet, ces derniermmoe les multicellulaires d'ailleurs, ont toujoutss prémunir
contre le risque de fusion avec d'autres individisgue qui menace constamment leur intégrité. derka
formation des premiéres colonies de cellules, ecettennaissance entre cellules de la méme coltaite é
essentielle au maintien de l'identité du groupest@ partir de cet «effort» pour ne pas se métanger d'autres
organismes que les systemes de défense se somtaslab

La premiére ligne de défense des animaux est to@stpar la peau, ses annexes et ses revétenasitsjle les
mugqueuses. Ces organes sont des barrieres mécarigue I'individu et son environnement, maisadlsts
également outillés pour protéger le corps consefgessions par les microbes, virus et autresipesajui
abondent dans le milieu. Ces accessoires songxeanple, des substances bactéricides sur la peanycus ou
des sécrétions glandulaires sur les muqueuses|dasbratiles du systeme respiratoire, etc.

La deuxieéme ligne de défense est assurée par li@esspécialisées dans la lutte contre les imngs et qui
sont capables de circuler librement dans le satglgmphe, mais aussi dans les tissus, et d'ycaples
particules étrangeres. Leur réle dans la lutteredes infections est donc considerable. Chez lamMiféres, ce
sont les neutrophiles et les monocytes dans le, $esmgracrophages et les histiocytes dans lesstissu

En plus de ces cellules phagocytaires, il existatBs leucocytes capables d'émettre des mesdagegues
qui vont servir a attirer les phagocytes et d'autedlules de la défense sur les lieux de l'agrass§i'est le réle
des éosinophiles du sang et des mastocytes des. i3ss cellules, avec les phagocytes, vont comtrib
activement au phénomene de 1'inflammation.

La fonction de ces deux premiéres lignes de défesisstrictement non spécifique, c'est-a-dire guéponse est
identique quelle que soit la nature de I'agresddlle .est stéréotypée.

Une troisieme ligne de défense existe, mais seuleniez les Vertébrés, et elle se perfectionnedmauavec
révolution de ces Vertébrés. La différence avesystemes de défense précédents est que celaisgisteme
immunitaire, est spécifique, c'est-a-dire qu'ilasapté a I'agresseur a combattre. Il est assudepdeucocytes
spécialisés, les lymphocytes, qui sont donc lesceftirs de la réponse immunitaire.

La spécificité de la réponse est due a la stéréplgmentarité des molécules de la réponse immuaitdides
éléments étrangers. L'organisme dispose d'ungradsle quantité (plusieurs dizaines de millions) de
lymphocytes qui fabriquent, chacun, des molécypésifiques d'une structure étrangére pouvant jonedle
d'agresseur. A chaque structure étrangére potent@irespond donc un lymphocyte.

! Conférence donnée dans le cadre de la Journéesd@irement post-universitaire de Pharmacie. SértaFi, 20 mars 1988.
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Certains lymphocytes gardent, dans leur membratmplasmique, ces molécules qu'ils ont synthétiséesnt
capables de détruire des cellules de l'organismpagteraient les structures étrangéres (donc aal@sh
correspondantes a leur surface. C'est le cas tekesénfectées par des virus ou des cellules taims. Il s'agit
d'une sous-population de lymphocytes T (car ileatfent leur maturation dans le thymus) appeléphgouytes
T cytolytiqgues ou cytotoxiques.

D'autres lymphocytes sécrétent ces protéines aulédes garder dans leur membrane et les enaiigsitdans
le sang ou elles pourront aller se fixer sur leps@trangers correspondants. Ces protéines soableorps et
les lymphocytes sont des lymphocytes B (car ilsatifent leur maturation dans la moelle osseusangiais:
bone marrow).

Certaines sous-populations de lymphocytes T sepbresables du contrdle et de la coordination digsyes
immunitaire. Ce sont les lymphocytes T régulategus peuvent étre subdivisés en lymphocytes T «nelpu
auxilliaires, qui amplifient (ou tout simplementrpettent) la réponse effectrice spécifique corradpate, et en
lymphocytes T «suppressor» ou répresseurs quitisdent (ou empéchent) la réponse spécifique.

Le systéme imnunitaire est un systéme a mémoirdaakeuxiéme agression par un agent étrangerteust
réponse plus rapide, plus intense et méme plussprgae la premiére. C'est pour cette raison queon
développe de maladie qu'a la premiére rencontre @aains agents infectieux.

La collaboration entre les systémes non spécifespécifique est une des grandes forces de néeask. On
la retrouve au niveau de 1'action conjointe deeamts et du complément, des cellules K ou desileslla
médiateurs.

Les produits de la réponse immunitaire, comme iéis@ ps, peuvent étre utilisés a des fins extréar@m
diverses. Cette utilisation constitue une partimgmrtante de ce qu'on appelle aujourd'hui legeblnologies.

SUMMARY
The immune System - General considerations

All organisms face the problem of maintaining thetegrity. They respond to external agressionsdimplex
behaviors: runaway, hiding, attack, etc... Howesggression can often be more insidious, wheniittégnal,
such as during a microbial infection. The threat abso rise from within the organism itself, whem of its
cells escape surveillance and develop into tumocancers. Response to these dangers has beewveatine
multicellular organisms by elaboration of proteetaystems, based on the specialization of particelts
towards defense.

The simplest systems originated from mechanismspamgkrties already present in unicellular orgasism
Indeed, the latter, as well as multicellular orgams, have always had to avoid fusing with otheividdals in
order to preserve their integrity. When the firsli colonies formed, cell recognition within a cojobecame
essential for the maintenance and survival of theg itself. All defense systems have evolved ftbis
"effort" against mixing.

The first animal defense line is the skin and theosae, with their accessories. These organs arieamieal
barriers between the organism and its environniertthey are also equipped to protect activelybthay
against agressions by microbes, viruses and otirasjpes. Accessories are, for instance, bactatisithstances
of the skin, mucus and other glandular secretionsiocosae, ciliae in the respiratory tract, etc...

The second line is taken in charge by specialisfid,@ble to move freely in blood and lymph, bigban
tissues, and to catch foreign particles and intpesh by phagocytosis. Their role in the fight aghinfection is
thus quite important. In Mammals, these cells aatrophils and monocytes in blood, macrophages and
histiocytes in tissues.

In addition to these phagocytic cells, other leytes send off chemical mediators which attract phgtic cells
and other defense cells to the agression site.eTimesliator cells are eosinophils and basophilédadand
mast cells in tissues. Together with phagocytes; tdontribute actively to the inflammation process.

These two lines of defense are strictly non-spesifice the response they provide is always idaintibatever
the agressor can be.
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A third defense line is found in Vertebrates. Apoged to the previous ones, it is specific, insthiese that it is
adapted to the agressor. Cells responsible foatttigity are specialized leucocytes called lympftes, the
effectors of the immune response.

Specificity is due to stereocomplementarity of ithenune response molecules and foreign elementarge|
number (between 10 and 100 millions) of lymphocyteke original molecules specific for foreign malkss
which can be potential agressors. To each podsit#egn structure corresponds one lymphocyte.

Some lymphocytes display in their plasma membrghgoproteins (receptors) complementary to foreign
structures. They are able to destroy cells of tigamism itself when these cells display correspogdibreign
structures. This happens when cells are infectea \igus whose antigens are inserted into the manghror
when cells become tumoral and display tumor ansggrheir surfaces. The lymphocytes involvedis thi
process are T lymphocytes (so called because théyrenin the thymus).

Other lymphocytes, rather than keeping their glyotgins in their membranes, secrete them in bloberaithey
can circulate and attach specifically to foreigunstures. These glycoproteins are called antiboaliesthe
corresponding lymphocytes are B lymphocytes (sleddlecause they mature in bone marrow).

Some T lymphocyte subpopulations are responsiblthéocontrol and coordination of the immune systéhey
are called T regulatory cells and they can be siudbeldl into T-helper cells, which accelerate (andreallow
for) specific effector (T and B) cell response, dnduppressor cells, which slow down (and even sg%)
specific responses.

The immune system is characterized by its "memakyecond agression by a foreign agent provokeaehm
faster, stronger and more precise response as cedmathe first one. This is why one developsictihdisease
only upon the first encounter with some infectiagents.

Collaboration between non-specific and specifiteys is a strong asset of our defense. It occuesiwh
antibodies and complement, K cells or mediatorsasdloperate.

Products of the immune response, such as antihadiase utilized for extremely diverse purposesstituting
a very important part of what is now called biotelogies.

INTRODUCTION

Le systeme immunitaire des vertébrés supérieunsnreshsemble complexe de cellules ayant chacune des
fonctions propres et coopérant le plus souvenihes avec les autres afin de protéger efficacelimaividu
contre certaines agressions de I'environnementah#&sorps, souvent présentés comme responsables de
limmunité, n'en sont, en réalité, qu'un aspediq@adier.

Ce systeme complexe est le résultat d'une évoldggrsystémes de défense accompagnant I'évolgson d
organismes vivants eux-mémes. On peut considérerdgs I'apparition des organismes unicellulades,
systemes de reconnaissance se sont élaborés gferrdettre a ces organismes de se reconnaitreezntréors
de la constitution de colonies simples d'uniceitak puis d'organismes multicellulaires, les pimééoes de
reconnaissance sont devenus de plus en plus edsehé discrimination entre le soi (éléments ahéme
organisme) et le non-soi (éléments étrangers)earidie primordiale, et c'est ainsi qu'on voit seifaater,
chez les descendants les plus primitifs de cesyangies, des phénomeénes de tolérance et de rajet d'u
remarquable sensibilité.

On constate par exemple, chez les Hexacoralliatréss Octocoralliaires, que si I'on greffe un fregt de
colonie sur la méme colonie ou sur une colonieinejda greffe «prend». Elle est donc tolérée.d@atre, si la
greffe se fait sur une colonie de la méme espéde k&t méme variété, mais géographiquement élojd@ée
greffon sera rejeté. Ceci indique une sensibiktééenement grande et une capacité de déceler fléedces
intimes au niveau moléculaire (fig. 1).
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Fig. 1. Ches les Coralliaires, la transplantation d'undraent de corail sur une colonie (de la méme espéce)
voisine est tolérée, alors que le méme greffomegsté par une colonie (de la méme espeéce) sitwéersrécif
géographiquement éloigné.

L'étude détaillée de ce type de rejet a fait agfrarane observation trés importante : lors dutmjegreffon par
le receveur chez ces organismes primitifs, ce lesntellules du receveur directement voisines effgn qui
dégénérent et meurent, isolant ainsi le greffoaaienouvel environnement et provoquant le rejetyll donc
pas a proprement parler d'attaque du receveurectngreffon, mais isolement de ce dernier paatgifice
d'une couche cellulaire voisine de la greffe (jetrde greffe chez les vertébrés est un phénomiéféeetit, plus
élaboré, faisant intervenir des cellules tueuses).

La conclusion extrémement importante de ces obSensaet qui révolutionne les concepts de base de
l'immunologie moderne est que la reconnaissanaafgpé du soi est un phénomene permanent, eskariéie
survie méme des cellules et que lorsque cette naisgance est interrompue (remplacement de ldeeliisine
portant les caractéristiques du soi par une cetlalgreffon, différente quant a ces caractérissjjlaecellule
meurt.

Ultérieurement, les animaux ont développé des syesdplus élaborés, ou, bien que cette fonction de
reconnaissance du soi soit maintenue dans towge=lielles de I'organisme, certaines d'entre stesont
spécialisées dans une réponse particuliere artiapigon de la reconnaissance du soi.

Les hémocytes des Arthropodes, par exemple, cintdins I'hémolymphe et les tissus, prennent comsent
contact avec les autres cellules de I'organismersju'un corps étranger les prive de l'informatiol soi en
s'interposant entre eux et cette information,elsnettent a réagir violemment en s'accollant ocgscétranger
pour le phagocyter. Si l'intrus est trop volumingithémocyte s'y accollera cependant, libérantstiestances
qui attirent d'autres hémocytes et I'élément éerapgra ainsi isolé et éliminé.

Ce type de réaction se retrouve partout dans lléciseimale, jusqu'aux macrophages et aux cellpparentées
chez les Mammifeéres.

On constate donc que le systéeme de défense deinés, basé exclusivement sur la reconnaissate@aen-
reconnaissance du soi, est un processus non-speifi

L'élaboration d'un systéme immunitaire propreméngst la grande innovation des vertébrés, quidéntloppé,
parallelement a un systéme de défense non-spégifioe reconnaissance spécifique du non-soi.

Cette reconnaissance est assurée par des cepélgalsées, les lymphocytes, qui synthétisenrélespteurs
stéréocomplémentaires des structures portéespagtesseurs étrangers éventuels, et intégrentagsteurs
dans leur membrane cytoplasmique (lymphocytes Tg®sgécretent dans les fluides de 'organisme fouse
d'anticorps (lymphocytes B).

L'évolution du systéme immunitaire s'est dévelopgaies le sens d'une plus grande spécificité, gllugegrande
rapidité et d'une meilleure mémoire. Elle s'eststituee a partir de systémes cellulaires spéctatiais d'autres
usages (nutrition, rejet de déchets, reconnaissaaikigaire).

Cependant, il y a eu également conservation dédrags ancestraux et coordination de ceux-ci awec le
systémes nouveaux.

L'évolution des espéces animales allant dans el 'apparition d'organismes de grande tailldpet le
temps de génération s'est considérablement allétmgaatégie de sélection naturelle s'est alarssfyosée du
niveau population d'individus au niveau populatiencellules, les cellules a division trés rapidensgtant
d'accélérer I'adaptation. On a donc vu aparaisenzanismes générateurs de diversité, mettardtiggasition
de l'individu de trés nombreuses possibilités demaaissance du non-soi. C'est alors sur cesegljle s'est
mise a opérer la sélection.
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Cette évolution a nécessité l'intervention de ti@mbreuses cellules ayant des communications elde
(information, régulation, etc.). Donc, il devenaitlispensable de disposer d'organes ou ces cedlotesnt en
contact et d'un systéme indépendant de circulgiiam ces cellules: ce sont les organes lymphoidies e
systéme lymphatique.

Ce systeme de défense spécifique chez les vertgbriesle nom de systéme immunitaire car il procapges
une premiére rencontre stimulante avec un élénteariger, une immunité. En effet, dans le cas dadies
infectieuses, la mise en alerte du systeme immvaigar I'agent infectieux assure, en généralrdéegtion de
l'individu contre une seconde maladigdue au méme agent, s'il a survécu a la premiére.

L'immunologie est I'étude du fonctionnement deysesne immunitaire, des conditions dans lesquelles

l'immunité est acquise et sous quelle forme, etagpdications qu'on peut en déduire, a conditien d'
comprendre les avantages et les limitations.

L'ENVIRONNEMENT EN TANT QU'AGSESSEUR

Devant les diverses menaces a son intégrité, tganesme vivant réagit par I'élaboration de mécaasde
défense, tendant ainsi a maintenir son homéostasgemenaces peuvent étre classées essentiellemguatre
catégories :

1. la fusion entre organismes différents;

2. le traumatisme physique (blessure, mutilation)

3. le parasitisme (invasion par des organismesgéars);

4. la néoplasie (croissance anormale de tissusraiump

Les défenses déployées en réponse a ces menategtsémement diverses (fuite, agression, défenses
internes). Nous nous préoccuperons ici uniguemestéfenses que I'on peut appeler «intraorganigsiguCes
défenses apparaissent avec les organismes lesipipies et les plus primitifs.

Chez les procaryotdset chez les végétaux, on connait mal la natuserde/ens de défense. On sait seulement
gue les végétaux sont capables de se défendredestagents pathogénes et de cicatriser leursuntss qu'ils
contrélent relativement bien leurs néoplasies]gptioduisent des antifongiques, qu'ils rejetteatdreffes

incompatibles et qu'ils possédent des systemesrélslle restriction lors de la fusion de leurs game

En raison de cette quasi-ignorance générale, nowss consacrerons donc au monde animal, et enydatiaux
animaux multicellulaires.

LES SYSTEMES DE DEFENSE

MECANISMES GENERAUX

Le systéeme interne le plus ancestral est non-speeifil ne reconnait ce qui est étranger que pgutkest
capable de reconnaitre ce qui est soi (tout cergulieconnait pas est donc non-soi). Ce systensésfeejusque

chez les organismes les plus «évolués.

Les processus de défense groupés sous le termapdadysteme immunitaire impliquent la succesd®irois
phases importantes:

1. la reconnaissance du non-soi, permettant ladigin efficace entre soi et non-soi. Cette
reconnaissance est assurée par des récepteurgsgirda specificité, qui fonctionnent sur la bdsdiaisons de
stéréocomplémentarité.

I suffit de reconnaitre spécifiquement le «sobc@mnaissance positive) pour étre averti de laepices
de «non-soi», qui est en fait une absence de «seisecepteur est dit spécifique s'il reconnait sede

Zline s'agit pas d'une protection contre l'infettimais contre un développement tel de celle-aligurovoque une maladie.
3 A I'exception des enzymes de restriction chebéeséries.
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molécule, ou, comme c'est généralement le casestihnait un spectre de molécules semblablesdegec
affinités différentes.

2. la «prise de conscience» cellulaire de cettermeaissance, impliquant la transmission interae d
signal biochimique et son analyse.

3. la réponse, visant a I'élimination du danggroetvant prendre des formes diverses.
D'une maniére générale, on peut considérer quaglessions par I'environnement auxquelles sont isdesn

individus sont de trois ordres (Fig. 2):

a) de nature physique (radiations etc.);
b) de nature chimique (produits toxiques, canéfeg, etc.);
c) de nature biologique (parasites, substancégéamngues).

Fig. 2. Les trois principaux types d'agression contredgrité de l'individu.

physigue
radiations

AGRESSIONS:

chimique § 4==og5g biclogique
toxigques bgctenes
cancérigenes virus

autres parasites

Ces différents types d'agression sont susceptilglesattaquer dans l'individu a des cellules pdities que
nous appellerons les cellules-cible. Il va de sm ka cellule-cible sera différente pour chaquessjon.

Les mécanismes de défense de l'individu vont réakfigression, soit en s'interposant entre I'agreset la
cible, soit en sacrifiant la cellule-cible elle-mé&inrsqu'elle aura été irrémédiablement modifiéepastituera
une menace poui l'intégrité de l'individu.

Ces mécanismes de défense sont passifs (barrteyss|pes, protections épithéliales, etc.) ou a¢sfsteme
immunitaire).

LA DEFENSE PASSIVE

Au niveau de la peau et des muqueuses, on disgosgsttmes de défense variés, opposant une barigre
pénétration de corps étrangers. Ces épithéliuntsrsivanchissables, sauf par effraction. lls sdetplus,
protégés chimiquement par des sécrétions (pH, & Jystéme respiratoire est équipé de cils \ilbsagt de
mucus, le systéme digestif produit des enzymesyreticidité contribue a sa protection (Fig. 3).

Les microorganismes symbiotiques que nous hébesgaams notre intestin et qui constituent la flavenmale
assurent une antibiose locale. De méme, le sysiémital dispose de ses propres protections nagsrele
vagin doit son acidité a des lactobacilles symbiats.
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Fig. 3. L'agression par des constituants de I'environngmen

Barridres “natureliles” {peau, muqueuses)

ORGANISME

LA DEFENSE ACTIVE

La défense active peut se subdiviser en deux gsacatégories : la défense non spécifique et landéfe
spécifique.

LA DEFENSE NON SPECIFIQUE

Les phagocytes

Si l'agression est provoquée par un élément patie(lun microorganisme, par exemple) qui, apx&sra
franchi les barrieres naturelles de protectiongp@ndans I'organisme, une catégorie de cellulesiajsées va
s'interposer entre l'intrus et la cible et ingénetenter d'ingérer celui-ci (Fig. 4).

Fig. 4. Le systeme de défense non-spécifique : les piigoc
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Ces cellules sont appelées phagocytes, en raisleudactivité phagocytaire importante. Outre le u'elles
jouent dans I'élimination physique de l'agressellgs servent également de relais au déclenchesoesitsteme
immunitaire spécifique, comme on le verra plus.ldi@urs représentants mobiles principaux sont lagogte
dans le sang et le macrophage dans les tissusomlraux représentants sont «fixés» et ne peuvemequ
pas se déplacer. lls portent des noms différetas $&s organes et tissus, mais appartiennentadaitignée
histiocytaire.

Les cellules a médiateurs

La pénétration d'un agent étranger dans l'organétrea rencontre avec des cellules spécialiséesque la
libération par ces cellules de diverses substamgesédiateurs chimiques contenus dans des vésicules
intracytoplasmiques.

Ces cellules sont donc des cellules «a médiatelrsssmédiateurs ainsi libérés ont un effet disect
l'agresseur, ou, plus généralement, sur les méuaniphysiologiques de l'individu (thermorégulation,
vasodilatation, etc.) favorisant I'élimination dettus ou tout au moins la résistance a l'agressar celui-ci.
Certains médiateurs ont également pour effet dacka locomotion et/ou la phagocytose des phagsogt de
les appeler sur les lieux ou leur présence esigedgig. 5).

Fig. 5. Le systeme de défense non spécifique: les celiuteédiateurs.

[ENVIRONNEMENT]

Barriéres "naturelles” {peau, mugueuses}
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Les cellules a médiateurs sont principalement lastotytes dans les tissus, les basophiles, ebsasophiles
dans le sang. Quant aux médiateurs les mieux éaisted, ce sont I'histamine et les facteurs datitin des
macrophages (MAF).

Dans ces différents cas, il n'existe pas de véeitsipécificité de la réponse a l'agression : nedatient peu en ce
qui concerne la reconnaissance de l'agresseuw,rsest son caractére étranger, et absolumeniopase qui est
de la réaction, qui est standardisée. Toutefois,réenléve rien a son efficacité ni surtout aagadité. C'est, de
toute évidence, le systéme le plus ancestral dens&pa 'agression extérieure.
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LA DEFENSE SPECIFIQUE

Lorsque l'agresseur est porteur de structureséantjges, c'est-a-dire de configurations molécudaire
susceptibles d'étre appariées a des configuratiénisjues complémentaires, l'invasion donne lianeéréponse
visant a éliminer spécifiquement I'agent étranganéponse spécifique est, par définition, plusdepuisqu'elle
exige, aprées la reconnaissance de l'agent étrdadahrication d'un systéeme de défense « sur reesuarnais son
efficacité et sa précision sont alors remarquables.

Une structure antigénique pénétrant dans un ongenét capable d'induire chez cet organisme unensé&po
immunitaire est appelée immunogéne.

L'immunité spécifique peut étre considérée comnee«invention» des vertébrés. Elle implique la paptition
de cellules spécialisées, les lymphocytes quepkart diviser en deux grandes catégories: Les lyaythe B et
les lymphocytes T. Ces deux sortes de lymphocyesont reconnaissables, a I'heure actuelle, quegsar
criteres antigéniques ou fonctionnels.

On a pu mettre en évidence le role des lymphodides les réponses immunitaires par des expérieieces
transfert de cellules.

Lorsqu'on injecte un antigéne a une souris, epjemd spécifiquement a cet antigéne. Si au préalableradie
l'animal avec des rayons X (dose sublétale de 4@3Ron supprime sa capacité a répondre. Toutsfas
transfére a I'animal irradié des lymphocytes dhimal syngénique non irradié, on restaure sonwafsit
répondre, résultat qu'on ne peut obtenir avealestert d'autres cellules (Fig. 6).

Les lymphocytes proviennent de cellules-souchesguaiéveloppent dans la moelle osseuse hématop@iéti
puis migrent dans des organes spécialisés podegteér leur maturation définitive (Fig. 7).

Ces organes sont le thymus pour les lymphocytasuf éou des) organe(s) mal défini(s) pour les Ihogytes
B chez les Mammiféres (probablement la moelle asselle-méme), mais qui correspond(ent) a la balese
Fabricius des Oiseaux.

Fig. 6. Démonstration du rble des lymphocytes dans lamép immunitaire.
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Fig. 7. Les itinéraires de la maturation lymphocytaire.

Réponse
cellulaire

Ramorere

[Bourse de Fabricius]

Cellules-
souches

Les lymphocytes T seront essentiellement circujdnién qu'on en trouve également beaucoup damgdaet les
organes lymphoides. Ils seront les effecteurs dédanse immunitaire cellulaire.

Les lymphocytes B sont localisés dans la ratesebitganes lymphoides, et circulent trés peu. H$ so
responsables de I'immunité humorale, c'est-a-dipgdduction des anticorps qui, eux, sont solublesrculants.

LES LYMPHOCYTES B ET LES ANTICORPS

LA PRODUCTION DES ANTICORPS

Lorsqu'une conformation antigénique pénétre dangdhisme, elle y est reconnue par un lymphocyiguB,
porte attachés a sa surface des immunoglobuligegylil a synthétisées lui-méme, qui sont, paiségnent,
toutes identiques, et dont I'extrémité qui se fa@munogéne est dirigée vers I'extérieur. L'immgéne se fixe

donc sur cette immunoglobuline de surface du lyropteoB (Fig. 8).

Fig. 8. Les lymphocytes B et la formation des anticorps.
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Cette reconnaissance spécifique a de nombreusdisatigns. En particulier, il existe chez un mémdividu,
un répertoire complet d'immunoglobulines correspana toutes les conformations complémentairesigess
appelées antigénes. En fait, bien que cette stuabit, & premiere vue, difficile a croire, elld parfaitement
concevable, comme nous le verrons plus loin, gaddes phénomeénes de recombinaison génétique et a un
recouvrement partiel des spécificités antigénesdmoglobulines.

Lorsque la rencontre entre I'immunogene et I'imnglotouline de surface du lymphocyte B a eu liewg ell
déclenche, par un mécanisme biochimique faisaatiahir des modifications conformationnelles de
l'immunoglobuline, la fluidité membranaire, les @nges cationiques et les nucléotides cycliqueseuain
nombre de réactions au sein du lymphocyte.

Ces réactions conduisent a la transformation lyrbjgstique et a la prolifération lymphocytaire. Ces
phénomenes se caractérisent par une modificatiopmtmgique des lymphocytes en lymphoblastes, leslide
grande taille dans lesquelles le rapport volumagrigoyau/cytoplasme a fortement diminué, puis per u
multiplication importante de ces lymphoblastes goumer une nombreuse descendance de plasmocytes,
cellules dont le réticulum endoplasmique est hyppHié, et qui ont une intense activité sécrét@es
plasmocytes sécrétent en effet les anticorps,ndesinoglobulines libres dont la spécificité est itbpre a celle
des immunoglobulines de surface du lymphocyte Biwai (Fig. 9).

Fig. 9. La stimulation des lymphocytes B et la prolifératclonale.
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Tous les plasmocytes descendant d'un méme lymph&cgtiginal forment donc un clone cellulaire. Les
immunoglobulines qu'ils sécrétent sont toutes idels et sont dites monoclonales.

La production d'anticorps monoclonaux consiste doreoler un clone de plasmocytes produisant diésoaps
de spécificité déterminée.
Une premiére rencontre avec l'antigéne induit épemse primaire, peu importante, essentiellemaattiisée

par des immunoglobulines M (voir plus loin) et s@mpagnant de la mise en «réserve» de cellules-im&mo

Une deuxiéme rencontre avec l'antigéne entraingépunse secondaire ou anamnestique, plus rappeset
importante, constituée principalement d'immunogloies G (ou A, voir plus loin), due a la prolifémat des
cellules-mémoire.
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LES ANTICORPS

TISELIUSa montré par électrophorése que le sérum sangudoeposé essentiellement d'albumine et de
globulines §, B ety).

TISELIUS et KABAT ont ensuite démontré que, chez un animal immulagéneur en-globulines augmente. Si
le sérum de I'animal immunisé est absorbé paid@ame d'immunisation, on observe un retourydglbbulines a
leur niveau normal. Legglobulines sont donc bien les molécules qui, dassng, ont la propriété d'étre des
anticorps.

Les anticorps sont dgsglobulines (toutes legglobulines ne sont pas des anticorps). Un séruantav
immunisation est appelé «sérum normal» ou «préserlim sérum aprés immunisation est appelé antisérum

Lesy-globulines responsables de l'activité anticorpe appelées immunoglobulines (Ig). Il y a3folécules
dimmunoglobulines par ml de serum, et il en existel 6 & 10 sortes différentes. Il est donc impossible de les
étudier en détail car elles sont trés hétérogdtms: ce type d'études, il est nécessaire d'oldesianticorps
homogeénes, soit a partir de plasmocytomes ou myeddméoplasmes, c'est-a-dire tumeurs des plasnsooyte
des lymphocytes, productrices d'énormes quantiédsicorps monoclonaux, de spécificité inconnuei, &

partir d'hybridomes (cellules productrices d'amfisomonoclonaux de spécificité vérifiable, obtenpas
manipulation expérimentale).

Cing classes distinctes d'immunoglobulines onsat&essivement découvertes, des années 30 auxsd@thée

1) 1gG (G pougamma)découvertes les premiéres, dans les années 30.

Leur vitesse de sédimentation est de 7S.

2) IgM (M pourmacroglobulines)découvertes en 1937 chez le cheval (auquel on iavegitilé un antigéne
polysaccharidique), ensuite chez I'homme en 1%44,de I'étude d'un myélome qui sécrétait des Iceike
classe. Trouvées enfin dans le sérum normal huerait®56.

Leur réle dans la réponse primaire est primordialr vitesse de sédimentation est de 19S.

3) IgA (A pourp 2A), trouvées en 1953 par analyse de |'électromieode sérum: elles ont une vitesse de
migration électrophorétique différente des G efMcelées ensuite systématiquement dans les séstétio

4) 1gD, découvertes en 1965.

5) IgE, découvertes dans des sérums de patidetgiques en 1967.

L'unité de base de la molécule d'immunoglobulineuas protéine constituée de quatre polypepti@eshaines
polypeptidiques lourdes : H = 50 Kd. 2 chaines peptidiques légéeres : L = 25 Kd. reliés et staddipar des
ponts disulfure.

Il existe de nombreuses variétés que I'on regreapeatégories ou types:

- Lesisotypesensemble d'lg appartenant a la méme classe ectms={voir plus loin),identiques chez les
individus d'une méme espéce.

- Lesallotypes:ensembles d'lg variant entre individus différeritme méme espéce (variations individuelles).
Plusieurs individus peuvent partager un allotymiijue.

- Lesxénotypesensembles d'lg variant entre individus apparteaatds especes différentes.

- Lesidiotypes:ensemble d'lg ayant toutes exactement la mémefigtégbour I'antigéne, donc la méme partie
variable de I'lg, ou idiotope.

Chez I'homme, on reconnait de nombreux isotypgs d'l
Les isotypes de chaines lourdes sont au nombre de 9
- gammar), mu (1), alphad), delta §), epsilon §).

- au sein de l'isotypg on distingue quatre sous-typesy2, y3, y4.
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- au sein de l'isotype, on distingue deux sous-types; a2.
Ce sont eux qui déterminent la classe.

Il existe deux isotypes de chaines légeres :

- kappax), lambda §).

Seuls les isotypes de chaines lourdes détermiaetadse et la sous-classe de I'immunoglobuline. td@éme
classe ou sous-classe peut donc porter indifférarhome chaine légéreou ).

On ne rencontre jamais qu'un seul type de chaieeun seul type de chaine L par immunoglobuling.dldonc
18 combinaisons possibles (9H et 2L).

Une méme molécule contient deux chaines lourdesigiees et deux chaines légéres identiques (Fig. 10

Pour une population polyclonale, la séquence ppiygigue d'un méme isotype de chaine Iégere estigiee
de l'acide aminé 107 a l'acide aminé carboxytern@bd, mais elle varie fortement entre I'acide amin
aminoterminal et I'acide aminé 106.

On détermine donc une région variable (V) de 1&étQuine région constante (C) de 107 a 214. Darggjlan
V, on observe trois petites zones hypervariables (hen va de méme sur la chaine lourde, qui peatenir
guatre régions hypervariables.

Par conséquent, il existe quatre sortes de régign<c,, Vy et G.

Les chaines lourdes et |égéres des différentspsstyl’lg sont constituées de domaines dont leeségs sont
fort semblables (30% de similitude), de 110 & 1éfes amines (10 a 12 Kd). Ces domaines dérivefdien
tous d'un domaine ancestral, codé par un geneeastiduipligué de nombreuses fois dans I'évolutian.
structure des chaines d'immunoglobulines est dardutaire :

Vi-CL
Vu-Cy,-Cy,-Ch,

Des ponts disulfure inter-chaines unissent lesnelsaburdes entre elles ainsi que les chainesdsigtliégéres.

En outre, des ponts disulfure intra-chaines replenpolypeptides sur eux-mémes, formant ainsddesaines
globulaires.

La partie de I'lg comprise entre la charniére faxmaér les ponts disulfure interchaines lourde®xtrémité
carboxy-terminale est appelée région Fc (goastion cristallisableaprés coupure par I'enzyme papaine, fig.
10). Les deux « bras » amino-terminaux sont app€lfis) ou Fal§pour fraction antigen-bindingbtenue aprés
le méme clivage enzymatique).

La majorité des informations que nous possédonmagiénétique des immunoglobulines provient d'& e la
souris. Les principes généraux peuvent cependanegrtrapolés a 1'nomme sans grand risque derapéero
Seuls les détails varient. Sauf mention expressmdtraire, nos exemples seront systématiquemeigisithez
la souris.

Les genes codantd, L A et H sont situés sur trois chromosomes différeé@iez 1'homme : H = chromosome
14;x = chromosome 2; = chromosome 22.

Un lymphocyte B diploide contient donc 2x3 chronmass codant pour les Ig, mais ces genes ne sonisjama
exprimés que dans deux chromosomes a ladas:\, et H. Chaque chromosome actif n'exprime qu'uh seu
géne (sauf au cours du développement).

Il n'y a jamais qu'une seule sorte de chaine Uypaphocyte (donc par Ig), mais les anticorps dhdiviidu sont
un mélange des deux sortes.
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Les régions variables et constantes des immunoljh@susont codées par des génes distincts. Les giase
régions variables sont appelés V, ceux des régionstantes C. Ces génes, pour une méme chainel.Hsont
situés sur un méme chromosome, mais toujours ssedané moins 1.500 nucléotides.

La diversité des anticorps s'explique essentiellgmpar la conjunction de quatre mécanismes distinct

1) La multiplicité des geénes V codant pour la oégrariable de I'lg procure un véritable répertdieequelques
dizaines ou mémes centaines de génes différentes@ppelle VI-n. Chacun d'entre eux peut étr@igoh lors
de la maturation du lymphocyte, et un seul est isthpar lymphocyte. Toutefois, cette multiplicié suffit pas
a rendre compte de la diversité des régions vasatilg.

2) Des mutations somatiques affectent préférdant les génes V, et ne sont pas réparées. Colimesde
lymphocytes B contient donc des genes uniquese @atticularité ne suffit pas non plus, a elle-seal
expliquer la diversité des anticorps.

3) Des recombinaisons somatiques entre les gémesdutres genes (D et J), eux-mémes égalemétiples
et probablement aussi sujet a des mutations n@ngésp, permettent également une augmentation de la
variabilité.

4) La chaine légeére et la chaine lourde contribeesemble a la formation du site de fixation dstigéne. La
diversité de ces sites est donc aussi due a lainaisbn des chaines H et L.

Fig. 10. Structure d'une immunoglobuline typique.

Structure de I' 196Gy humaine

Sites de fixation de l'antigéne

Cr CL
sucre————— l¥ région charniére
Cu,| | |ICn,

A ces quatre mécanismes, il convient d'ajouteaitegiue les phénomeénes de recombinaison ne soeixpagpts
d'erreurs et que ces erreurs augmentent les pdésiblie diversité.

Tous ces mécanismes operent ensemble et expliguesnia vaste gamme de possibilités différented do
dispose un lymphocyte avant de se différencietisfitguement, un éventail complet de combinaisdansie
nombre élevé de mutations permettent de couvnisémble des structures stériques complémentaisesdige-
nes potentiels.

Lors de la maturation du lymphocyte B, on obsem®® mtarrangements chromosomiques, les génes V et C
modifiant leurs positions respectives sur le DNAaique.
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Le « choix » de la région constante peut changez am méme lymphocyte, qui va comrnencer par predes
IgM et parfois méme simultanément des IgD, puiérigirement les IgG, A ou E, avec la méme spétfici
d'antigéne. La région V est donc la méme dans céScuies produites successivement, seule la région
change. Ce changement de région C, qui se proéinétrglement lors de la réponse secondaire, estédppe
switch(la commutation) des immunoglobulines.

LE ROLE DES ANTICORPS

Hormis le fait que les anticorps peuvent neutralisg@ouvoir immunogéene de I'antigéne correspondiame
peuvent eux-mémes éliminer un élément étranger. iéée& dans la défense est donc subordonné a la
collaboration avec d'autres cellules ou avec dautrolécules qui elles, appartiennent a la défeose
spécifique. Les anticorps conférent donc une sigééifa des mécanismes non-spécifiques.

Quelques exemples:

- le complémentperfore les membranes lipoprotéiques sur lesquigléeanticorps se sont fixés. Ceci permet
1'élimination des bactéries et de certaines callnedifiées.

Le complément (qui « complémente » |'action degargs), est en réalité un ensemble de molécules qu
s'activent en cascade, et dont le résultat emhifétion de l'intrus, a condition qu'il  s'agissune cellule,
procaryote ou eucaryote. Le réle du complément tladéfense anti-bactérienne est donc considérable.

On peut considérer que le complément remplit ediembent trois fonctions :
1) il sert de médiateur d'activation du systemeéfense non spécifique, en particulier des macogs;

2) il élimine les cellules eucaryotes ou procaggattrangeres en provoquant leur lyse lorsquielissnt
signalées par les anticorps;

3) il opsonise les bactéries en se fixant noniipgement sur elles, sans l'intermédiaire d'ampisalans ce cas,
et permet leur elimination rapide (c'est le compo£a qui joue un rdle-clé dans ce processus). Cettsi@roe
fonction doit étre la plus ancestrale et représdatmaniére primitive d'éliminer les bactéries,ngae qui est
encore, a I'heure actuelle, la plus rapide.

Il réalise ces fonctions au moyen de deux casadidesvations partiellement dépendantes, que pmeke la
voie classique et la voie alterne. La voie altephes simple et vraisemblablement plus primitiveedgroule en
I'absence d'anticorps, dés la rencontre avec uroroiganisme et en particulier avec ses polysaabdsr
complexes.

Ces cascades ne sont pas sans rappeler les cageatgations lors des processus de coagulatisadg et de
fibrinolyse’.

- opsonisation terme parfois utilisé pour des recouvrements diécpdes par d'autres molécules que le facteur
C; du complement. C'est le cas du recouvrement parigcorps de particules étrangéres (p.ex. bas)éice
qui les rend plus efficacement « phagocytablesrsgsamacrophages. (Lutte anti-bactérienne).

- cytophilie:attachement des anticorps (dits cytophiles) pargeudion Fc aux macrophages qui deviennent
ainsi «armés» d'lg pointant leurs Fab vers 'egtériLes macrophages possedentféet des récepteurs pour les
portions Fc des Ig.

- cytotropisme attachement des IgE a des cellules a médiateustdoydes), déclenchement de la
dégranulation mastocytaire et libération d'histaors de la reconnaissance de I'antigéne pagéesappelées
anticorps «homocy-totropes » (Fig. 11). Le cytoisoge joue un réle important dans la lutte anti-piaire.

- cytotoxicité ou cytolyseattachement des anticorps aux cellules présentsramtigénes Grangers (viraux ou
tumoraux, p.ex.), puis reconnaissance de ces apsidixés par des cellules porteuses de réceppeunsia
portion Fc des Ig (monocytes ou lymphocytes K).ifEstirvient le phénomeéne de cytolyse par ces esllul

4 . . . e S . 14 . . .
Il existe d'ailleurs un lien entre ces différentsaanismes, car la plasmine est un élément activdéecertaines étapes des cascades du
complément.



Published in: Journal de Pharmacie de Belgique @)980l. 43, iss. 3, pp. 185-211
Status: Postprint (Author’s version)

tueuses (Fig. 12).

Fig. 11. Stimulation des cellules & médiateurs par les imoglobulines E.
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Fig. 12. Les réles principaux des anticorps.
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LE CONTROLE DE LA PRODUCTION DES ANTICORPS

La production d'anticorps n'est pas un phénoméneté dans le temps et dans la quantité. 1l esimad que la
réponse trouve un terme d'une part, et qu'ellessahine régulation et des modulations d'amplitdidefre part.

Le pouvoir immunogéne de l'antigéne est neutrglégsd'anticorps. Le recrutement d'autres lymphacp@uvant
réagir avec I'épitope est ainsi évité, de méme'ga®lification incontrélée de la réponse. Ce pestis est lent
puisqu'il fait appel aux anticorps produits eux-ne8mCependant il permet d'éviter d'élargir troppécificité de
la réponse, donc d'éviter de I'affaiblir, car pmphocytes stimulés les premiers sont ceux quieptésit la plus
grande affinité pour l'antigéne.

Les molécules d'lg sont catabolisées normalemertt darganisme et disparaissent aprés une périodeop
moins longue selon la classe a laquelle elles éppaent.

La régulation anti-idiotypique est encore largentgqtothétique, mais est étayée par des observations
expérimentales de plus en plus nombreuses confiriesuprincipes théoriques. Elle consisterait ea un
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neutralisation des sites réactionnels (paratopes)gipar les anticorps anti-idiotypiques formés ldé
production de ces Ig.

Les anticorps anti-idiotypiques sont produits @eaa du fait que l'idiotope d'un anticorps nouvelést produit
est considéré par 'organisme comme un antigéneeaorl donc étranger, et suscite une réponse.

Les difficultés conceptuelles de ce mécanisme I#ed a la cascade de production d'anti-idiotypesn@ires,
secondaires, etc.) qui doit se dérouler («théarieédeau» dee&NE). Certains anti-idiotypes primaires sont
dirigés contre le paratope, d'autres contre ddgepatifférentes de la région variable (idiotopeleer role est,
par conséquent, différent.

La regulation par les lymphocytes T.

Des lymphocytes T augmentent (permettent mémeividion des lymphocytes B, ce sont les lymphociftes
helpers;d'autres freinent ou suppriment cette activatiensant les lymphocytes Juppressorgvoir plus loin).

LES LYMPHOCYTES T ET L'IMMUNITE «CELLULAIRE»

Les lymphocytes T différent des B par leurs carittgues antigéniques de surface, et non par leur
morphologie.

lls sont stimulés également par un antigéne, nassspcet antigéne est en suspension. lIs ne rgdése
antigénes que s'ils sont associés a des cellulszrganisme. Des cellules spécialisées, les esllptésentatrices
d'antigénedntigen presenting cellsu CPA), sont seules capables d'induire la stinmdates lymphocytes T en
leur présentant l'antigéne correspondant & leeptéar, et en émettant des substances activagcigieskines).

Les lymphocytes T portent des récepteurs a l'améig®us identiques sur un méme lymphocyte, detsiri
différente de celle des immunoglobulines, maigelaent apparentés a celles-ci.

LES LYMPHOCYTES T EFFECTEURS OU CYTOLYTIQUES (outojoxiques) : Tc

Ces lymphocytes sont responsables de I'éliminaii@tte d'antigénes étrangers par attaque dedesetjui les
portent, donc par cytolyse. On appelle traditiolemeént ce phénoméne: immunité cellulgrell-mediated
immunity,CMI), car ce sont les cellules elles-mémes qui Emeffecteurs, et non des molécules solubles,
comme les anticorps, qui, elles, constituent l'imit@humorale.

Les lymphocytes pré-Tc (encore non-activés) regaivee stimulation antigénique des cellules prégeaoes
d'antigéne (CPA: macrophages et cellules apparEgni€ette présentation de l'antigéne est réalisée e
conjonction avec les antigénes du « soi », dealdlgs « mot de passe » que constituent les anigéne
d'histocompatibilité. Il faut que la CPA et le lyhgxyte pré-Tc appartiennent bien au méme individy I
existe donc une restriction allogénique a ce niEamy 13).

Ce n'est évidemment pas la que réside la pressigg@ldction qui a maintenu ce systeme de «sécultigagit en fait d'un mécanisme
assurant la reconnaissance des cellules impligiefesla défense. Toute présentation d'anti-géreoaditionnée & cette reconnaissance.
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Fig. 13. Function des lymphocytes T cytolytiques.
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Fig. 14. Phagocytose d'un virus par un phagocyte qui |@igartiellement, puis présente ses antigénes a la
surface de cette méme cellule, qui joue le rélE€BA. Le lymphocyte pré-Tc recoit cette informatiomlifere,

et sa descendance se répand dans |'organismeattqugle pour éliminer les cellules infectées gouésentent
les mémes antigénes viraux a leur surface.
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La stimulation déclenche une prolifération clondés pré-Tc en Tc activés.

Ces derniers vont se charger de la lyse des celtittdes qu'ils vont reconnaitre par la présenegiasurface
des antigénes identiques a ceux qui les ont sterauléla CPA. Pour cela, ils vont émettre une lyotpkine,
parfois appelée perforine, qui va pratiquer defopations dans la membrane de la cible d'une mamjérn'est
pas encore entierement connue, mais qui ressedais,son principe, a la perforation que réalismtaplément
dans les membranes.

Les lymphocytes Tc activés ne peuvent tuer quedibsges portant a la fois les antigénes étrangedges
antigénes du «soi».

Il'y a donc, ici encore, nécessité d'une doublempeaissance.

Il existe encore une controverse sur le point deisai I'antigéne étranger, viral ou tumoral,'abtigene
d'histocompatibilité de classe | sont reconnusupaseul récepteur ou deux récepteurs distinctgrdphiocyte
Tc. Ce débat trouvera bientot sa réponse graeaayse fine du récepteur T a l'antigéne.

Fig. 15. Dans ce schéma, deux situations sont représentégsemiéere, ou le lymphocyte Tc activé, dans son
patrouillage de l'organisme, établit un contact aume cellule intacte, donc «normale»; la deuxiéotela
cellule avec laquelle le contact est établi pantigéne d'histocompatibilité (de classe I) expringa surface un
antigene viral correspondant au récepteur du lyngyte, ce qui trahit l'infection et déclenche, pautle
reconnaissance, l'activité cytolytique.

LES LYMPHOCYTES T REGULATEURS (helper, suppressdif):et Ts

Alors que les lymphocytes B et Tc sont des effestdas lymphocytesTet Ts sont des régulateurs. lls exercent
leur regulation sur les effecteurs, en stimulapj) @u en inhibant (3 leur activité.

On trouve également une restriction allogéniqus d& la stimulation antigénique de ces lymphocytes
régulateurs, mais elle est due a des antigénestatbimpatibilité différents (classe 1) de ceux geeonnaissent
les Tc (classe ).
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Fig. 16. Les lymphocytes T régulateurs; &t Ts.

ENVIRONNEHENT

CEELULE-
CIBLE

LA COOPERATION ENTRE LYMPHOCYTES B et T POUR LA PRO DUCTION D'ANTICORPS
AIDE

Les anticorps sont produits par les lymphocytesdpendant, ceux-ci sont généralement incapablesatiser
cette production sans une information (aide) vedastlymphocytes T.

A cet égard, on distingue deux catégories d'antigethlymo-indépendants et thymo-dépendants. Légeaers
thymo-indépendants sont les moins fréquents. Hé onstitués par des structures répétitives sisngtie
régulieres comme des polysaccharides, par exemple.

Un déterminant antigénique seul (hapténe) est atdepde stimuler la production d'anticorps (non-
immunogénique) mais bien de réagir avec les afptic@ntigénique).

Pour susciter la formation d'anticorps, il doiegborté par une structure plus grande : un po(taurier). C'est
I'effet porteur. Les anticorps ainsi formés peuvéagir avec I'hapténe, méme non couplé au porteur.

Le lymphocyte B reconnait I'hapténe, le lymphodygeeconnait le porteur.

Le lymphocyte T, donne au lymphocyte B le signal de proliférafion

SUPPRESSION

Un certain nombre d'observations a permis de pestainscience de 1'existence de cellules qui oeffen
inhibiteur sur le fonctionnement des lymphocytestB effecteurs, et dont Faction est spécifiquep&miculier,
en cas de thymectomie (ablation du thymus) ou ésgmce de sérum anti-lymphocytaire (tuant lesleslll), la
réponse aux antigenes T-indépendants augmentdré{mrt, les sourisnude»{congénitalement athymiques)

répondent mieux aux antigénes thymo-indépendamtdegusouris normales.

Sur la base de ces éléments et de quelques aurrdsijt conclure a I'existence d'une populatiotydg@hocytes
T suppresseurs.

6 . . . PRI - P , N . . N
Dans une molécule complexe, chaque déterminangénigue joue le rdle exposé ici pour I'hapténe etste de la molécule jour le réle
de porteur. Un déterminant peut donc jouer le délg@orteur pour un autre et vice versa.
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Ces cellules suppressives jouent certainementlanmportant dans les maladies immunodépressigss, |
maladies auto-immunitaires et le phénoméne deaiodér spécifique.

LES FACTEURS SOLUBLES D'INTERACTION CELLULAIRE OU C YTOKINES

Les molécules servant de messages intercellulsingstrés nombreuses et variées et de nouvellés son
découvertes de plus en plus fréquemment a I'hextwelte. Un certain ordre se dégage égalementldans
classification et beaucoup de dénominations s'at@&tee synonymes.

Ces médiateurs d'interaction cellulaire, ancienmeraBublés du terme vague de «facteurs», sonttersamt
appelés cytokines. Ce sont des polypeptides, dids pnoléculaire généralement compris entre 19 <
comparables a des hormones, agissant a faiblendestdans I'environnement immédiat des celluledesui
produisent (ils ont donc une action paracrine)ssayit souvent sur les cellules-mémes qui les oauges! (ils
sont donc autocrines) .

lIs effectuent une régulation de diverses fonctimtises que la multiplication cellulairéateurs de croisance
locauy, le mouvement cellulairgdcteurs d'activation ou inhibitignla réplication des virus dans les cellules
infectées iterférong, l'activité cytolytique des lymphocytes et monocyiaserleukine$, la sécrétion de
protéasesTNF), I'expression de récepteurs sur les membranesaedisiVIAF).

Les cytokines agissent en réseau, en stimulamblduption d'autres cytokines par les cellules tgsel
influencent, ou la sensibilité de ces cellulessaadres cytokines.

Ces réseaux locaux d'interaction des cytokinestitoast le systeme fondamental de la régulation de
l'inflammation et du systéeme immunitaire en génétahs son action contre l'infection, le cancer et
l'autoimmunité.

Une cytokine jouant un role prépondérant et cewlimak ces processus est l'interleukine 1 (IL-EBertsellement
produite par les macrophages et dont les effetstaBvariés. La plupart de ces rbles consistextiaer la
production d'autres cytokines (IL-2, IL-6, IFN).I&joue également un véritable role hormonal enge'elle
exerce beaucoup d'activités a distance, commesxeanple, la stimulation de la fievre et de I'hérpatese.
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Migration inhibitory factor

Macrophage activating factayu
Interférony

Macrophage chemotactic factor

Leukocyte inhibitory factor
Leukocyte chemotactic factor

Interleukine 1
ou Lymphocyte activating factor LAF

Interleukine 2
ouT cell growth factor

Interleukine 3

Interleukine 4
ou B cell growth factosouris)

Interleukine 5

Interleukine 6

T cell replacing factor

Suppressing factors
Facteur de transfert

MIF

MAF IFN-y

MCF

LIF
LCF
IL1

IL2 TCGF

IL3

IL4 BCGF1

IL5 BCGF2

IL6 HPGF
BSF-2 IFN3,

TRF

TsF
TF

2° contact antigénique, ou ligands polyclonaux.
Sécrété par lymphocytes. Non spécifique d'espéce. 3
45 Kd (cobaye), 25 Kd (humain).

Produit par les lymphocytes T activés.

1) Stimule les macrophages. Pourrait étre ideatiqu
au MIF (?) et agir a d'autres concentrations.

2) Stimule I'expression d'antigenes du MHC desdas
Il sur les macrophages.

3) Role antiviral.

38-80 Kd (souris); 20-25 Kd (homme).

Attire les macrophages. Différent du MIF.

Inhibe la migration des leucocytes
Attire les leucocytes par chimiotactisme.

Produit par les macrophages et par une variété de
cellules

(T, B, c. histiocytaires, fibroblastes, c. épithéds,

etc.).

Multitude d'activités, en tant que médiateur
physiologique, stimulateur des lymphocytes T et B
(induit la libération de lymphokines par lymphocgte
T), hormone et facteur de croissance.

Médiateur important de l'inflammation.

Inducteur de la fievre.

Réle antiviral indirect, par activation de I'IBN

14-17 Kd (souris)g: 15-17,4: 15-17 Kd (homme).
Produit par lymphocytes T activés. Active les
lymphocytes T, induit leur production de lympholsi
et leur cytotoxicité (activation delymphokine
activated killer (LAK) cells»)25 Kd (souris); 15 Kd
(homme).

Produit par les lymphocytes T activés.

Stimule la croissance de nombreuses cellules-ssuche
(précurseurs de lymphocytes ou de cellules
hématopoiétiques). 28 Kd (souris).

Produit par les lymphocytes T activés. Facteur de
croissance des lymphocytes B (souris). Facteur de
croissance des lymphocytes T. 15-20 Kd (souris).
Produit par les lymphocytes T.

Induit la différenciation des éosinophiles.

Augmente la production d'IgM et d'IgA par lympho.B.
45-60 Kd (souris).

Produit par diverses cellules (monocytes, lympho T
mais surtout fibroblastes).

Induit la croissance des plasmocytomes et des
hybridomes (provenant donc de lymphocytes B).
Induit I'expression des antigenes du MHC de classe
sur les fibroblastes.

Apparemment, réle important sur les lymphocytes T,
en synergie avec IL1 (sa contamination probable des
préparations d'ILI la rendrait responsable d'unéiga
des activités de celle-ci?) 22-29 Kd (souris); #2b
(homme).

Identique a IL-2 (homme), a MAF et IFN(Zouris).

Extrait brut de leucocytes

Lymphotoxine ou Perforine

LT

Sécrété par lymphocytes Tc activés, en présence de
leur cible. Non spécifique d'antigéne, de celluie,
d'espéce. Médiateur de la cytotoxicité des Tc. @0 K
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LE COMPLEXE MAJEUR D'HISTOCOMPATIBILITE DEFINITION

Depuis longtemgs on suspecte que le rejet de greffes reléve xistémce, sur les cellules de I'organisme, de
molécules analogues a celles des groupes san@d@asnolécules ont ensuite été identifiées en taanhtjgénes
(c'est-a-dire par des méthodes sérologiques, donwogen d'anticorps) qui, lorsqu'ils étaient lesmaé chez le
donneur et le receveur, permettaient de prévaitdasite de la greffe et qui furent donc appeléigames
d'histocompatibilité.

D'autre part, des expériences réalisées sur deseligd'animaux congéniques ont permis de locédiségion du
génome codant pour ces antigénes. Elle est situde shromosome 17 chez la souris et est appel2eChez
I'homme, la région correspondante se trouve scinfemosome 6 et a été appelée HLA

La région dite du complexe majeur d'histocompaté&f{Major histocompatibility complex, MH@st donc
constituée par un complexe de loci génétiques $infggroupant la majeure partie des génes implidags le
contréle des mécanismes immunologiques et des nséoas de reconnaissance cellulaire en général, dwnc
I'histocompatibilité (il existe cependant d'auties dispersés aileurs dans le génome).

VARIETES
On reconnait actuellement quatre classes d'ansghistocompatibilité, dont les deux principalests

Classe l:présents sur la membrane cytoplasmique (ce soeffetndes molécules d'interaction cellulaire, @on
des récepteurs membranaires) de quasi tous les ¢gfialaires (sauf le spermatozoide) et ils ctunstit environ
1% des protéines membranaires. On compte envirdrd80 molécules de classe | par cellule.

Classe Il:antigénes des lymphocytes T régulateurs et dadelimpliquées dans les mécanismes
immunologiques. lIs sont dotés d'un polymorphism@me les antigénes de classe |, mais ont uneldistn
tissulaire différente : on les trouve sur les lymgytes B et certains lymphocytes T activés, lesramtages, les
monocytes, les cellules présentatrices d'antig&eeaines cellules épithéliales et les spermatiezni

Les deux classes d'antigenes du MHC propremen(lditdl) sont des glycoprotéines membranaires qui
different entre elles par leurs propriétés sérajogs, leur localisation tissulaire et leur composibiochimique.
Ces molécules manifestent un polymorphisme extidans 1'espéce, mais sont strictement conservéesiohe
méme individu.

PATHOLOGIES
HYPERSENSIBILITES

Lorsque le systeme immunitaire fonctionne de manécessive et/ou inappropriée, on parle d'hypsiisiéte.
Il s'agit toujours d'une réponse secondaire. Omatmuatre types d'hypersensibilité, classéesadd/ Ipar
COOMBS & GeLL (1963). Les trois premieres relevent de I'immuhiiénorale, la quatrieme de 1'immunité
cellulaire.

Hypersensibilité de type | ou hypersensibilité Idiate

Cette hypersensibilité consiste en la dégranulatiastocytaire suite au contact entre l'antigenagda cas, un
allergéne) et des IgE fixées préalablement surHetnécepteur (Fce) a la surface des mastocytegsu
basophiles (voir plus haut). Ce stimulus que ctresia fixation de I'antigéne provoque I'entrée shasd'ions
calcium dans la cellule @ médiateurs et cet inflaxcalcium entraine I'exocytose des granules gysombues,
c'est-a-dire la dégranulation. Cette libératiomdmliateurs tels que I'histamine ou d'autres madécattives
déclenche une réaction inflammatoire aigué accomgmge symptdmes tels que certains eczémas etingsic
l'asthme ou le «rhume des foins».

Les synonymes sont allergie, atopie, anaphylax@éer hombre indique les difficultés rencontrées adan
réaliser que tous les phénomeénes observés rel@uenéme mécanisme de base.

! Depuis les travaux de K. Landsteiner, en 1931.

8 les complexes correspondants ont été identifiés dautres especes, comme le rat (RL1 : rat logus &obaye (GPLA: guinea pig
leucocyte antigens), la poule (complexe B).
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Les réactions allergiques sont rapides, suivantédiaiement une deuxiéme (ou plus) rencontre aakertjene.
Elles sont médiées par les IgE (anciennement aggrélégines)qui sont produites localement, a I'endroit ou
l'allergéne a pénétré (au niveau de la peau dat@re®cas, ou au niveau de muqueuses) et voitegestir les
mastocytes des tissus proches. Si la productigi @'t trés abondante, elles vont passer danadecsae fixer
sur des basophiles circulants et méme sur des oyassod'autres tissus dans le corps.

La production d'IgE en réponse a un allergéne asiifastement sous contrdle génétique, comme le digerd
les experiences chez I'animal et I'observatioradmmposante héréditaire importante de I'allergie.

Ce type d'hypersensibilité peut étre traité par«deésensibilisation» qui consiste en injectionsiliéges de
l'allergéne auquel le patient allergique est sémsén commencant (évidemment) par des dosesditd#ed et en
augmentant graduellement ces doses. Le mécanisoeitdedésensibilisation n'est pas clairement colhtient
sans doute a la production, par cette méthodeG dégiques qui peuvent se fixer sur l'allergenenbga’il ne
rencontre les IgE sur les cellules & médiateunespondantes, mais aussi au développement de |yayieisor
suppresseurs spécifiques capables de bloquerdasémllergique.

Hypersensibilité de type Il ou cytotoxique buahe

Cette hypersensibilité est une immunité humorale, @ des anticorps dirigés contre des antigénkdaieds de
l'individu, accompagnée d'une action cytolytique dellules capables de cytotoxicité dépendantadiésorps
(cellules K, neutrophiles, éosinophiles, monocyteacrophages ou du complément. Ces anticorps sont
fabriqués par l'individu lui-méme (autoimmunité hanale) ou lui sont transférés par transfusion, meoee sont
transférés de la mere au foetus.

Appartiennent a I'hypersensibilité de type Il néaie hémolytique du nouveau-né (due au facteusirgéles
accidents transfusionnels (dus aux groupes sangléssanémies hémolytiques autoimmunes (souvess du
des drogues et medicaments), le rejet aigu deegiaffnyasthénie grave.

Hypersensibilité du type Il ou hypersensibilltésd®mplexes immuns

Cette hypersensibilité est caractérisée par dedtsléle complexes immuns (complexes antigéne-aptaolans
les tissus. Ces complexes activent le complémdasgthagocytes qui provoquent alors des Iésisasltires.

Les complexes peuvent étre présents en permanemaésen d'une infection persistante, de phénoménes
d'autoimmunité ou d'une exposition constante datg#eurs environnementaux (souvent liés au contact
permanent avec des animaux).

Parmi ces réactions d'hypersensibilité, on compteadvéolites pulmonaires, des néphrites, desitaghta
«maladie du sérum» et le phénomene d'ARTHUS foalieégent partie de ce groupe.

La «maladie du sérum» était fréquente a I'épogéedplant I'ére des antibiotiques, ou on administiestdoses
massives d'anticorps exogenes, de cheval par egeopitre les bactéries comme I'agent de la dightés
patients s'immunisaient contre ces anticorps exegddette maladie se rencontre encore chez lesarim
d'expériences, utilisés pour la production d'amgispsi on leur administre trop d'antigéne et fréguemment.
On peut s'attendre au méme phénomeéne chez lestpdt@tés de maniére intensive par des anticorps
monoclonaux de souris.

Le phénoméne d'ARTHUS consiste en une reactioarmfiatoire locale intense, apparaissant 5 a 6 haprés
l'injection sous-cutanée d'un antigéne. Cette idaeist due au dépbt local de complexes antigétiesaps, qui
activent le complément et d'autres composants d&astion inflammatoire au lieu d'injection.

Hypersensibilité de type IV, ou hypersensibilittaréée (delayed type hyper sensitivity, DTH)

Des lymphocytes T activés libérent des lymphokisege & un second contact avec un antigéne. Ces
lymphokines induisent une réponse inflammatoiratérant des macrophages qui iibérent eux-mémes des
médiateurs. On considére que cette hypersensibdité retardée » car elle ne se manifeste qu'apiegours
environ. Les autres hypersensibilités se déveldpgeems les 12 heures.

L'hypersensibilité retardée est elle-méme subdivisgquatre sous-groupes : I'hypersensibilitéodESMOTE,
L'hypersensibilité de contact, I'hypersensibilitéerculinique et 1'hypersensibilité granulomateuse.
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Elle se manifeste dans la tuberculose, la lepdiaetres infections par des protozoaires, desowedes
champignons.

La DTH reléve de limmunité cellulaire, donc detifeité de lymphocytes T. Il semble que la DTH pé pas
due a des lymphocytes,Tais a des lymphocytes, Bu proches de ceux-ci. Dans l'attente d'une ifiesition
précise, on les appelley.

L'AUTOIMMUNITE

Le repertoire du systéme immunitaire est quasnilé et inclut évidemment une réactivité contre les
autoantigénes. Cependant, des mécanismes comndeda&én» des lymphocytes durant I'ontogenie, en
particulier celle des lymphocytes T suppresseungéehent cette autoréactivité de se développer.

Il existe cependant des situations pathologiqueissemble que la répression de l'auto-réactiwié deficiente,
libérant ainsi l'autoimmunité.

Ces phénomeénes sont attribuables a limmunité halmeomme a lI'immunité cellulaire.

Parmi les maladies autoimmunitaires connues, @vegbrincipalement : la thyroidite de HASHIMOTO, le
myxacedéme primaire, I'anémie pernicieuse, la mad&BDISON, le diabéte juvénile, le syndrome de
GOODPASTURE la myasthénie grave, certains cas d'infertilité cubise et de ménopause précoce, lI'anémie
hémolytique autoimmune, le purpura thrombocytopésjda cirrhose biliaire primaire, certaines formes
d'hépatite, la colite ulcérante, I'arthrite rhunidég le lupus érythémateux et la sclérose en ptaque

La composante familiale des maladies autoimmuesaie fait guére de doute et est plus certaineliders des
facteurs héréditaires qu'environnementaux. Enquaier, il existe une association statistiquemégnificative
entre maladies autoimmunitaires et groupes d'lostpatibilité HLA.

LES MECANISMES NON SPECIFIQUES EN RELATION AVEC LE SYSTEME IMMUNITAIRE

LES CELLULES K(killer)

Des cellules a activité cytolytique possédant éespteurs pour la portion Fc des immunoglobulireas/pnt se
fixer aux anticorps recouvrant une cellule qui prés des antigénes «anormaux» (viraux ou tumom@aBR)

surface et lyser cette cellule (Fig. 17).

Fig. 17. Les cellules tueuses non spécifiques.

ENVIRONNEMENT

—

(CELLULE K) (CELLULE NK)

origine ? origine?
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Cette activité, appelée cytolyse cellulaire dépandas anticorpantibody-dependent cellular cytotoxicity,
ADCC),est un mécanisme important de la défense antivétad@titumorale. Bien que I'ADCC fasse
nécessairement appel aux anticorps, donc au systémenitaire spécifique, les cellules K sont totaéat non
spécifiques et lysent n'importe quelle cible madifde n'importe quelle maniére, pourvu qu'ellersgibuverte
d'anticorps. On ne connait pas de restriction ahague a cette activité.

On a tout d'abord classé les cellules K parmiyieyphocytes et en particulier les non T. En faiseinble que
l'activité ADCC puisse étre manifestée par uneétérile cellules différentes: lymphocytes T, monesyt
éosinophiles.

LES CELLULES NK(natural killer)

Les cellules NK, «tueuses naturelles», sont dephguoytes dont l'identité n'est pas clairement &taBlles
possédent des marqueurs caractéristiques de lyiyiglspenais également d'autres types cellulairesemias
monocytes et granulocytes. Elles sont sensiblegtivité régulatrice de cytokines comme les itigkines et
l'interféron. Peut-étre en existe-t-il plusieurgds. Il est vraisemblable que des cellules trdérdifites exercent
l'activité NK, parfois en plus d'une autre actiyitémme l'activité ADCC ou l'activité Tc (Fig. 17).

Les cellules NK ne peuvent donc étre définies cqurdgur fonction et non par des critéres morphagjogs ni
méme biochimiques ou sérologiques. Elles doivanti®m a leur propriété de cytolyse «spontanées san
intervention d'anticorps, contrairement aux cefiitfg et sans méme apparemment d'exposition préadat
antigénes, contrairement aux lymphocytes Tc. @stidlyse est donc distincte de I'ADCC et de la lyge par
les lymphocytes Tc, méme si elle est parfois exepa# les mémes cellules.

Les cibles de cette activité NK sont une variétéaliles infectées par des virus et de celluksstiformées.
Le mécanisme de lyse n'est pas élucidé.
L'INTERFEEON

On ne peut parler des mécanismes de défense gienfeme sans mentionner l'interféron, substandeirae
synthétisée par de trés nombreuses cellules enséppol'infection virale elle-méme.

Cette réponse n'est pas spécifique, en ce serle @sestéréotypée, toujours la méme quel qudeseitus
agresseur.

L'interféron (IFN) est en fait un groupe de molésuyjlycoprotéiques aux fonctions trés diversesle®n
subdivise actuellement en trois catégories :

- IFN-0, anciennement type | leucocytaire; découvertrigltee chez les leucocytes. Il constitue lui-méme u
famille de plusieurs molécules homologues.

- IFN-B, anciennement type | fibroblastique; découvelbi@gine chez les fibroblastes. Il possede uneagest
similitude avec I'lFNe. (45 %), et leurs génes dérivent certainement glunre ancestral commun.

- IFN-y, anciennement type Il ou «immun». Il est prodait ges lymphocytes T activés (par un antigéne ou un
mitogene). L'IFNy difféere des deux autres par ses propriétés chisigtibiologiques. Il semble jouer plus que
les autres un role de cytokine, plutt qu'un ré@evéritable agent antiviral.

Les deux effets principaux de l'interféron sontiiteurs : le bloquage de la réplication virald'iahibition de la
multiplication cellulairé.

L'infection d'une cellule par un virus y induitgeoduction d'interférons, ce qui se manifeste pasieurs
propriétés telles que l'activation des cellules R&ygmentation de I'expression des antigénes
d'histocompatibilité, mais surtout le transfert @elules voisines d'une résistance a l'infectimale (Fig. 18).

% C'est en raison de cette propriété d'inhibitiotederois-sance cellulaire qu'on a pensé pouvdisetilinterféron dans le traitement des
cancers.
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Fig. 18. Mode d'action de l'interféron.

virus > virus

i , protéine
genpm{e antivirale
vira :

cellules NK

L'interféron est une cytokine extrémement actiagit a des doses 10 a 1.000 fois inférieuredlasceu des
hormones protéiques comme l'insuline ou le glucago actives. Il n'a pas de spécificité d'actiorce qui
concerne le virus, du moment que celui-ci soit k@ l'interféron. En d'autres termes, l'intesféproduit sous
l'effet de l'infection par un virus sera actif \@sris d'un autre virus. En outre, bien qu'il sditspactif dans la
protection des cellules de la méme espéce queaqlla produit, il ne manifeste pas de forte #EtE
d'espece.

La protection conférée par 1'interféron est cepenplas spécifique de la cellule que du virus. Hete
l'interféron, qu'il soit humain ou de singe, pra&ggmieux les cellules humaines contre un virusid gpntre un
virus B, alors que ces deux mémes interférons geotét mieux le singe contre B que A.

L'effet antiviral est di a la production, dansédlde qui capte l'interféron au niveau d'un réeaptmembranaire
spécifique, de protéines qui interfeérent avec &étibn. La premiére de ces protéines serait unigipekinase
qui phosphoryle le facteur d'initiation IF-2, unesdnolécules qui interviennent dans la formatiocamuplexe
d'initiation de traduction du mRNA sur le ribosorha.phosphorylation d'IF-2 inactive cette molécetela
traduction du mRNA viral est inhibée. Ce mRNA dstsarapidement dégradé par les ribonucléasedaiedis.
La raison de l'effet sélectif sur la traduction d@R@NA viraux et non cellulaires n'est pas encomemise. La
production d'interféron est mimée par du RNA binatee. Le mRNA viral est monocaténaire, mais peutent
se replier sur lui-méme en une forme de doubledgtiu moins partiellement. Ceci explique probablem
d'une part que tous les virus n'‘ont pas un cycleplcation sensible a I'lFN, et d'autre part taetion de I'FN
peut s'exercer sur le virus et pas sur la cellule.

Une deuxiéme protéine enzymatique est produite Boflsence de I'lFN: la 2-5A synthétase. Cellecatalyse
la polymérisation de nucléotides d'adénine en angue chaine poly-A, mais ou les nucléotides smintg par
une liaison 2'-5' et qu'on appelle acide 2,5 oligénylique ou 2-5A. Celui-ci active les ribonucksasellulaires,
accélérant la dégradation des mRNA et, par consgégiédimination des mRNA viraux.

Enfin, une troisieme protéine est produite, quiejom rdle régulateur sur la production méme dféten et finit
par Parréter complétement.

Le mécanisme par lequel l'interféron (surtout IY-RNloque la croissance cellulaire n'est pas cotise.
pourrait que ce soit par la voie du 2-5A, ou pag voie tout a fait différente, encore a découvrir.

APPENDICE : METHODES DE DETECTION DES REACTIONS Ag- Ac
PRECIPITATION
1. EN MILIEU LIQUIDE

Lorsqu'on superpose deux couches liquides, I'untepant I'antigéne et l'autre I'anticorps, on olEsene
précipitation a 1'interface. Cette méthode estpgssensible, et peu pratique.

2. EN MILIEU SEMI-SOLIDE

La précipitation peut étre mieux contrélée et obéeren gélose semi-solide d'agar ou d'agaroseélbaay
chauffée et a I'état liquide, est déposée surame lou dans une boite, ou elle se solidifie ewidifsant. Des
puits sont pratiqués dans le gel et les soluti¢estigéne et d'anticorps a étudier y sont déposteesnt diffuser
dans la gélose, de facon radiale.
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2. a. Simple diffusion

Dans cette variante, un des composants de laoédetintigéne ou anticorps) est mélangé d'embléeélbse
lorsque celle-ci est encore liquide, et seul lmgtvmposant est dépose dans les puits. Il diffiedera

directement dans la gélose contenant Pautre padeatela réaction. C'est la simple diffusion rialide

MANCINI. Elle permet une mesure quantitative pour autamtlgisoit accompagnée d'une courbe étalon réalisée
avec un composant de concentration connue.

2.b. Double diffusion

Dans ce cas, la gélose ne contient pas de compdsdatréaction. Les réactifs diffusent chacun@feontre
l'un de l'autre et précipitent lorsgu'ils sont encentration adéquate pour former des complexespitants.
C'est la double diffusion radiale OUCHTERLONY.

La techniqgue d'OUCHTERLONY n'est pas quantitatimaijs elle permet la détection d'une identité cotepié
partielle, ou de la non identité entre épitopentij@nes. Elle peut donc étre utilisée pour déteemies relations
entre deux antigénes et un méme anticorps.

2.c. ImmunoélectrophoregH=P)

Certains mélanges d'antigénes peuvent étre trople@es pour étre analysés convenablement par
immunodiffusion et immunoprécipitation. Ces prépiaregs sont donc tout d'abord soumises a une sépayzr
électrophorese sur base de leur charge. EnsaitéisBrum est disposé dans une gouttiére paralldee de
migration électrophorétique. Les antigenes ainsasés vont migrer dans la gélose a la rencontfamtsérum,
qui diffuse, lui, depuis la gouttiére. C'est I'immauélectrophorése standard deABAR et WILLIAMS .

Il existe des variantes a cette technique, telleslg contre-immunoélectrophoréese deit et HAAN, qui
consiste a soumettre & un champ électrophorétiaiigene et l'anticorps, en se basant sur lardiifée de
charge entre antigénes et anticorps & un pH judierent choisi (a pH 8, la plupart des antigénes so
électronégatifs alors que les 1gG sont positivAsjigéne et anticorps vont alors a la rencontne dla l'autre et
la sensibilité de la méthode est d'autant plusdgaju'il n'y a guére de pertes par diffusion.

L'antigéne peut également étre soumis au champriglez dans une gélose contenant 'anticorpsagitsalors
de I'immunoélectrophoréese en «fusémeket IEP)de LAURELL, qui doit son nom a la forme du précipité en
trainée dans la gélose.

AGGLUTINATION

Ces méthodes, basées sur le pouvoir qu'ont gém@atdes anticorps d'agglutiner les particulesares
antigénes correspondants, sont assez peu préoiassires sensibles.

- active directe : I'antigéne appartient a laipale, et les anticorps effectuent le pontage.

- active indirect¥ : l'antigéne appartient & la particule, qui esbreverte des anticorps spécifiques et le pontage
est réalisé par des anticorps secondaires (arnticaps).

- passive directe: I'antigéne est artificiellemaasorbé sur la particule, le pontage est effguawdes anticorps
spécifiques.

- passive indirecte : I'antigéne est artificiellarhabsorbé sur la particule, qui est tout d'abecduverte des
anticorps spécifiques et le pontage est réalisél@aanticorps secondaires (anti-anticorps).

COMPLEMENT
TESTS DIRECTS

Les antigénes sont portés par des bactéries (lmgs@), des globules rouges (hémolyse) ou deslesl!
nucléées (cytolyse).

10 Exemple : méthode de Coombs pour la détectiormdimnticorps dans I'anémie hémolytique autoimmune.



Published in: Journal de Pharmacie de Belgique @)980l. 43, iss. 3, pp. 185-211
Status: Postprint (Author’s version)

Le dosage est réalisé par la mesure de:
- changements morphologiques (observation micpigoe de la lyse);

- changement des propriétés de transmission lursémodification des propriétés de dispersion hemse
(light scattering)des suspensions cellulaires aprés lyse;

- la libération d'hémoglobine.
TESTS INDIRECTS

La fixation du complément sur le complexe antigangeorps dont la formation doit étre détectéaresturée
par un systéme révélateur qui est, lui-méme, urptexe antigene-anticorps, dont I'antigéne est leal
(globules rouges de mouton). L'absence de lyse dgsteme révélateur indique que le complémeré fixét
par un autre complexe antigéne-anticorps.

NEUTRALISATION DE PROPRIETES BIOLOGIQUES

La neutralisation d'activités enzymatiques, dertegj de pouvoir infectieux de virus ou de bactérges, etc.,
peut étre révélatrice de la fixation d'un anticapsun antigéne doté de ces activités. Toutefiseutralisation
d'une acti-vité par un anticorps ne signifie pas ¢et épitope est précisément responsable deaotittée. 1|
peut en effet s'agir de sites proches, mais nantiglees.

ANTICORPS MARQUES

Les anticorps peuvent étre couplés & un marqusibi@iou révélable par:

une émission lumineuse visible : immunofluo-ewe (IF).

une activité enzymatique mesurabénzymo-immunoasséif|A).
- une opacité aux électrons : immunomarquage fgouicroscopie électronique.
- de la radioactivité radio-immunoassdy (RIA).

L'utilisation de ces techniques pour la détectioia ¢éocalisation d'antigénes dans les tissus d¢orde domaine
de I'immuno-histochimie; lorsque cette détectiarréslisée a I'échelle des cellules, on parle diimma
cytochimie.

1. IMMUNOFLUORESCENCE

Quand un photon heurte une molécule, I'énergiatesirbée par certains électrons, et la moléculaiesit
amenée a un état excité. Le retour a I'état nofmaad excité) s'accompagne d'une libération d'éaefigtte
énergie est libérée sous forme de chaleur ou diétapselon la molécule. La lumiére émise par un
fluorochrome est fluorescente. Elle est d'une éaempindre que la lumiére incidente.

Apres avoir traité la préparation a observer au@simope optique avec des anticorps couplés a arothrome,
on lilluminera donc avec une source de lumienauiblette, invisible, et I'émission par le fluolwome sera
située dans le spectre visible. Seuls les fluomuless seront visibles, révélant donc les anticogpy gont
couplés.

Les principaux fluorochromes utilisés sont la fesgéine (émettant dans le vert), la rhodamine (antedans le
rouge), le rouge Texas (émettant également danositee), un dérivé de la coumarine (émettant dabtels),
etc. Ces différents marqueurs permettent d'effecsue une méme préparation, plusieurs marquagesdtanés,
révélant ainsi les localisations relatives d'amtagedifférents.

| e RIA fonctionne le plus généralement par antigé&aequé (voir plus loin).
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L'observation se fait au microscope a fluorescéfiltees d'excitation sur le faisceau incidentirék barriere
entre la préparation et I'oculaire, pour définibénde passante) en transillumination ou épi-ilhation.

Immunofluorescence directe: 1'anticorps est coapl@uorochrome.

Immunofluorescence indirecte: I'anticorps n'estqaglé, c'est un anticorps secondaire (anti-argg&)agui
porte le marqueur.

2. ENZYME IMMUNOASSAY
Dans ce cas, les principes sont identiques, maiguplage est réalisé avec des enzymes au lieu de
fluorochromes. Les enzymes sont choisis de telleiéna que les substrats correspondants, aprésraaji,

fournissent un produit identifiable, par colorimétou par d'autres propriétés.

Les enzymes les plus utilisés sont la peroxydagaithrt (horseradish peroxidase, HRRF3, phosphatase
alcaline(AP), la B-galactosidase, l'uréase, etc.

Le couplage consiste alors en une conjugaisonipesfirotéine et peut étre réalisé par diverses ooiéth
utilisant la glutaraldéhyde ou diiskersbifonctionnels ou hétéro-bifonctionnels, ou encaides protéines
possedent des groupements glucidiques, le periodate

Révélation par le substrat

Peroxydasete substrat est le peroxyde d'hydrogéne (eau 0X&)én

2 H,0O, + peroxydase + 4 =4 H,0O

en présence de donneurs d'électrons comme par Exemp

- la diaminobenzidine (DAB): son oxydation provogaepolymérisation en une substance brune amorphe,
insoluble, opaque aux électrons en présence dg. @&3ysteme est applicable a la microscopie optigu
électronique, et a la révélation sur membrane (lois loin).

- le 2.2'-azino-di-[3-éthyle benzothiazoline-sahkéte(6)] (ABTS) et I'orthophényléne diamine (OP&3s
réactifs donnent une coloration mesurable et ptésedonc un intérét pour les dosages colorimétsqu
quantitatifs (cf. EISA).

Phosphatasee substrat est une molécule contenant un groupephesphate qui est enlevé par I'enzyme,
comme le paranitrophényl phosphate (PNP), donbliaration change sous l'action de la phosphatasg. D
méthodes d'amplification, basées sur I'utilisattkirP, permettent actuellement d'atteindre uneibiitds

extrémement élevée.

Uréase:le substrat est I'urée. La réaction produit dusNtdnc elle augmente le pH, ce qui est mis en écigle
par 1'usage d'un indicateur comme le rouge de bra¥sol.

Méthode de la peroxydase-anti-peroxydase (PAP)

Afin d'amplifier le signal de la révélation de larpxydase lors de I'observation sur coupes, eédigine le bruit
de fond, il est possible d'utiliser le systemealpdroxydase-anti-peroxydase :

1. anticorps (d'une expéce X) anti-antigene;

2. anticorps (d'une espéce Y) anti-Ig de I'espécanticorps de pontage, ajouté en exces afimnedgas saturer
ses paratopes;

3. anticorps (de l'espéce X) anti-peroxydaseroxyelase (compiexe PAP).

L'anticorps 2 va se fixer a I'anticorps 1 et atitanps 3, qui sont tous deux de la méme espeet frmer un
pont entre ces deux anticorps.
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ELISA. (Enzyme-linked immunosorbent Assay)

- direct:

1. l'antigéne est fixé sur un support solide fpta&LISA classique; filtre de nitrocellulosedot blotting» etc.);
2. un anticorps, couplé a un enzyme, et spécifitpukantigéne, est ajouté ensuite;

3. le substrat de I'enzyme est introduit dany$tésne et provoque la réaction colorée;

4. on procéde a une lecture colorimétrique. stpbg/Ac*/substrat (*; enzyme).
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- en sandwich: suppor/Aci/Ag/Ac2/substrat.

g a 3]

- ant double sendwich: suppor/Acl/AQ/AC2/AC3*/substrat.

i a2 8

Les avantages de la technique d'ELISA résidenaeamdité, la possibilité d'utiliser un conjugudidg «passe-
partout» (il n'est pas nécessaire de disposercdnjugué direct pour chaque test) et la possildit@procéder a
des mesures tant qualitatives que quantitatives.

3. IMMUNOFERRITINE

La ferritine est une protéine contenant 20% déseus forme d'hydroxyphosphate ferrique). Elleopstque aux
électrons, donc utilisable en microscopie électioaiapres couplage aux anticorps.



Published in: Journal de Pharmacie de Belgique @)980l. 43, iss. 3, pp. 185-211
Status: Postprint (Author’s version)

Cette méthode peut étre directe ou indirecte, cotimmunofluorescence.
4. OR COLLOIDAL (immunogold)

Des particules d'or colloidal sont couplées auicars. L'or colloidal ayant une coloration rougeaést donc
visible directement ou en microscopie optique. Hime il est opaque aux électrons et peut étrisétdn
microscopie électronique, au méme titre que lathieer

Il est possible de réaliser des doublemarquagesdasparticules d'or de dimensions différentepléas a des
anticorps différents.

5. RADIOIMMUNOASSAY (RIA)

Dans ce cas, le marqueur est un isotope radiohetRRIA le plus répandu est basé sur 1'utilisatiom antigéne
marqué, avec lequel l'antigene a détecter entommpétition pour 1'anticorps spécifique. Le prircgst donc
celui de l'inhibition compétitive entre antigenerquee et antigene froid. Cependant, le calcul pessible que
si I'antigéne détecté est bien identique a I'anggétalonnage (méme valence et méme affinité).

La séparation des complexes antigéne-anticorpgéestralement réalisée par un anticorps anti-lgipitént.
D'autres méthodes sont cependant possibles (chwgraghie, diffusion en gel, électrophorése, attawre des
anticorps a un support solide).

METHODES HYBRIDES
1. UTILISATION DE LA PROTEINE A DE STAPHYLOCOQUE

La protéine A deéStaphylococcua la propriété de se fixer sur la portion Fc dé3, lgn laisant intacte leur région
Fab, donc leur fonction de liaison a I'antigendtéCprotéine peut donc étre utilisée situ, sur les bactéries ou
isolée ou encore couplée a divers supports (lieSepharose, etc.) pour détecter, séparer oueples |g.

On peut donc remplacer les anticorps secondairda jpaotéine A, couplée a des marqueurs (fluoiascé
rhodamine, peroxydase, iode radioactif, etc.),ritmn de se souvenir qu'elle reconnait indisénatnt les Ig
de toutes les espéces animales (elles sont doncdagamoins spécifiques que les anticorps anteigju'elles
n'attachent pas toutes les sous-classes d'lg@emnm&mes conditions.

Cette derniére réserve est d'ailleurs mise a pgofitr séparer les sous-classes d'lgG par chronagbigrsur un
support de protéine A-Sepharose en gradient de pH.

2. IMMUNO-AUTORADIOGRAPHIE

Des anticorps marqués par un isotope radioacté#xpt**) peuvent étre repérés par autoradiographie deesoup
de tissus, en déposant une emulsion photograpbigua lame portant les coupes, pour la microscopie
photonique, ou sur la grille de microscopie éleutyue. Cette méthode permet de localiser les amtige
recherchés dans des tissus.

3. RADIOIMMUNOPRECIPITATION (RIPA)

Cette méthode s'applique, par exemple, dans ldecBétude des virus ne bloquant pas les syntleetiedaires
ou difficilement séparables des cellules. D'uneigramplus générale, elle s'applique a la detecpaTifique
d'antigénes dans un ensemble d'antigénes celkilaire

Elle consiste en un marquage radioactif des preséiotales de I'échantillon (par exemple, par ipo@tion de
méthionine®®S parpulse-chase)puis au traitement par les anticorps. Ensuitegd@splexes antigéne-anticorps
sont précipités par la protéine A de staphylocofiaeurécipité est resuspendu, préparé pour uné@mrése
en gel de polyacrylamide-SDS (SDS-PAGE), puis ssuntette électrophorése. Enfin, le gel est anglgsé
autoradiographie.
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4. IMMUNOBLOTTING

L'échantillon a analyser est déposé sur un fileaittocellulose auquel il s'adsorbe. Le filtre @ssuite traité par
les anticorps marqués (ou par des anticorps noguéay révélés ensuite par des anticorps anti-lguéarou de
la protéine A marquée).

Cette technique correspond doncELISA (= solid phaseElA) ou ausolid phaseRIA.

5. IMMUNO-ELECTROTRANSFERT

Cette méthode, également appaidestern blottings'applique aux mémes cas que la radio-immunoptétgm,
tout en permettant d'éviter 1'usage d'isotopeoaatifs.

Elle consiste en un transfert sur une membranetdeellulose, grace a un champ électrique, degmpsides
préalablement séparés par SDS-PAGE et de les ré@r&aite comme décrit pour I'immunoblotting. FlErmet
l'identification immunologique de peptides sépagdont le poids moléculaire est évalué.

L'immuno-électrotransfert n'a de sens que si légames a détecter ne sont pas endommagés paitértent
dénaturant de I'électrophorese.

SENSIBILITE RELATIVE DES DIVERSES METHODES

METHODE QUANTITE
D'ANTIGENE DETECTE
Immunoprécipitation Dosage de protéine 6-25 pug/ml
ring test 20-30 pg/ml
néphélométrie 0,5 pg/ml
Immunodiffusion en tube 10-110 pg/ml
radiale 10 pg/ml
Immunoélectrophorése standard 100 pg/ml
croisée (Laurell) 0,02 pg/mi
Agglutination directe 0,1-120 pg/mi
indirecte 0,6-1 pg/mi
passive 0,03 pg/ml
Fixation du complement 0,1-1 pg/mi
Polarisation de fluorescence 3-10 pg/ml
Quenching de fluorescence <40 pg/ml
RIA, EIA, Immunoblotting 0,001
Neutralisation 1 molécule
(virus, phages) (théorique)
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