Theme 3-A TP2 : des anticorps contre le
virus de la grippe...

Comment le virus de la grippe est-
il neutralisé?
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Les épidéemies de grippe surviennent chaque année, au cours de
’automne et de ’hiver, dans les régions tempérées. La grippe
causée par un virus, se caractérise principalement par I’apparition
brutale d’une forte fiévre, de maux de téte et de douleurs
musculaires et articulaires. La plupart des malades guérissent en
une semaine sans avoir besoin de traitement meédical, signe que
l’organisme a mis en route des mécanismes de défense efficaces.

Célestine soufre d’une forte fievre (39°C), de douleurs de type
courbatures. Le médecin lui diagnostique une grippe et comme
unique traitement lui préconise une semaine de repos. Elle appelle
son amie Juliette, car elle ne comprend pas comment ses
mastocytes, cellules dendritiques et autres granulocytes vont
pouvoir venir a bout du virus grippal. Juliette rassure Célestine, en
lui proposant de mener ’enquéte sur le mode d’action de son
systeme immunitaire dans le cas d’une infection grippale.

Par une démarche d’investigation, aidez Juliette a rassurer
Celestine sur ’efficacite de son systeme immunitaire.
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Document 1 : le virus de la grippe

P La grippe se caractérise par un brutal accés de fiévre, de la toux et des
courbatures causés par I’'infection de certaines cellules pulmonaires par
le virus de la grippe. Ce virus, trés contagieux, peut se transmettre a une
personne saine par I'intermédiaire de petites gouttelettes d’eau que
notre corps expulse lors d’un éternuement ou d’une toux.

Membrane

Protéine de capside

? Ce virus est une particule de 80 @ 100 nm de diamétre délimitée par Protéine accessoire

une membrane & I'intérieur de laquelle sont enchéssées de nombreuses
protéines nécessaires a la fixation et @ la pénétration dans les cellules =g
cibles (hémagglutinine HA et neuraminidase NA). Au centre de la par-
ticule se trouvent huit molécules d’ARN simple brin protégées par une
structure protéique appelée capside. Chacun des ARN est accompagné
de nombreuses protéines accessoires dont des réplicases qui servent a
copier I’ARN viral en plusieurs exemplaires dans la cellule infectée.

ARN viral

Hémaglutinine (HA)

\——— Neuraminidase (NA)

D’apres SVT, TS, Nathan, ed.2012 , p298.



Les cellules hotes du virus

de la grippe sont

essentiellement les cellules

respiratoires

http://www.inra.fr/la_science_et_vous/dossiers_scientifiques/
maladies_emergentes/grippes_aviaires_et_animales___1/le_vi
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Document 2 : des modifications du sérum*
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D’apres SVT TS, Belin, ed.2012, p.284
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Document 3 : les cibles des anticorps
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(% Les cibles des anticorps produits lors
d’une infection grippale. Une grande partie des
anticorps produits lors d'une réponse adaptative anti-
grippe se fixent sur les protéines de I'enveloppe virale,
en particulier sur 'hémagglutinine. Aucune protéine

de ce type n'est produite par les cellules de 'organisme
infecté. Les molécules qui déclenchent une réponse
immunitaire adaptative sont qualifiées d'antigénes.

D’apres SVT TS, Belin, ed.2012, p.285



Résultat de la detection de I’HCG par des
anticorps anti-HCG

Goutte d’urine + Ac Goutte d’urine + Ac

anti-HCG fixés a des anti-HCG fixés a des

billes de latex billes de latex
Absence Mise en évidence
d’agglutination d’une agglutination
=> [’urine ne => [’urine contient

contient pas d’HCG de ’HCG



e ’action des anticorps

Photographie au microscope électronique a transmission
d’anticorps fixés a leurs antigenes

< Les anticorps semblent étre plastiques (~flexibles)

Mise en évidence d’un contact moléculaire donc d’une
reconnaissance entre deux moléecules.



Mise en evidence d’une agglutination des
antigenes en presence d’anticorps

3 Avant incubation gammesse sa Aprés incubation

R A A

. Des molécules d'antigéne avant et aprés incubation avec un
anticorps (clichés au MET). Cet anticorps se fixe sur Iantigéne étudié.

On observe que lanticorps agglutine les molécules dantigéne. La structure
ainsi formée est qualifiée de complexe immun.

SVT, TS, Belin, ed.2012, p.285



Mise en évidence de la spécificitée des
anticorps par |’étude du test
d’Ouchterlony
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http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/ ATP/immu2.htm#fourni
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Extrait d’une ECE

Principe de la méthode d’Ouchterlony

C'est une méthode dimmunodiffusion sur gel - les solutions déposées dans 18S  gyemnie grarc de précipitation obtenu entre un sérum S etune solution d'antigéne D
puits creuses dans le gel diffusent de facon homogéne dans foutes les directions
autour du puits. Deux auréoles de diffusion peuvent donc entrer en contact
lorsquelles ont suffisamment progresse. Celte zone de contact reste invisible s'il
n'y a pas de réaction entre les deux solutions. Quand i y a réaction entre les
solutions, i se forme un arc de precipitation visible a Peeil nu. Celui-ci est dii a
linteraction entre de nombreux anticorps et les antigénes specifiques, entrainant
la formation de complexes immuns.

Le temps de réaction est de l'ordre de 24h : cest la raison pour laquelle, aprés
avoir réalisé le protocole avec des produits reéels, vous disposerez, pour lire les
résultats, dune boite préparée a [lavance. Ce temps de réaction est
considerablement réduit avec les produits de substitution - c'est la raison pour
laquelle, si vous avez utilise des produits de substitution, vous pourrez lire vos
résultats pendant la seance.

PROTOCOLE
La manipulation des produits biologiques utilisés dans ce protocole nécessite le port de gants et de lunettes

I- Préparation de la boite
utiliser le gabarit de pergcage qui vous est fourni sur demande, pour réaliser a l'aide du tube emporte piéce et éventuellement un cure-dent, les

puits nécessaires dans le gel d’agar.

II- Réalisation des dépdts

1. Repérer et effectuer les depdts dans la boite en respectant la disposition que vous avez proposee. NB : chague puits doit contenir I:l pL

ou :l gouttes.
2. fermer la boite ;
3. observer vos résultats ou les résultats fournis.



La specificité de ’anticorps pour sont antigene

La méthode de la double diffusion d’Ouchterlony

Apres 1h : résultats de ’expérience

S. DALAINE



Les Anticorps sont specifiques d’un antigene

donne

L'interpretation des résultats du test
d’Ouchterlony a permis de mettre en éevidence la
spécificité d’un anticorps pour un antigene
donné. En effet les Anticorps permettent une
agglutination des antigenes par la formation de
complexes immuns.

Agglutinatipn de l’an.tigéne HCG L’agglutination des antigénes
par les anticorps anti-HCG passe par la formation de

complexes immuns




Elucidation de la spéecificité d’anticorps a
un antigene via une etude moléculaire




Mise en évidence de la zone de fixation
de l’anticorps sur l’antigene
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L’immunoglobuline présente la particularite
d’éetre plastique (cf remarque du slide n°8

http://acces.ens-lyon.fr/acces



Sequences peptidiques sur anagene des deux
chaines lourdes et des deux chaines legeres d’un
méme anticorps

Attention a modifier l’échelle sur anagene; ici on
travaille sur des séquences peptidiques

"'I! CNDP-INRP Anagéne - version de démonstration

Fichier Edition Traiter Informations Fenétre OptighAs  Aide
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igghzida. pro 4|h- ﬂrGlnThrTyrIlet:ySHana1F|5nHiSLysPruSerF|5nThrLySUalFIspLySLySHlal}luPruLysSer[:ysFISpLySThrHiSThrEySPruPrqul|i]

iggisida. pro 4|.. I]|rE1nThrTyrIIEE_I,ISFIanalﬂsnHi5Ly5PruSEFFISHThr'LySUalFlspLy5LySFlla[:1uPruLySSEr[:y5FlspLysThrHiSThrEySPruPruEy

igglsida_pro = l]|nUalThrLySSerPhEnsnnrgﬂlyﬂluEys

iggmsida. pro <l I]|nUalThrLySSerPhensnﬂrgl}lyﬂluEys =
v Sélection: 0/4 lignes 4 [ ] v

Les deux chaines lourdes sont constituees
d’environ 440 acides aminés

Les deux chaines legeres de 220 acides aminés



Comparaison des chaines lourdes d’un
méme anticorps
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. 1] 3 b 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42
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Traitement <[ OCompar imple de séquences peptidique
igghsida.pro <> 0G1lnYalElnLeuValGlnSerElyAlatluVallysLysPr Glynl aSerUallysValSerCysGlnAlaSerGlyTyrArgPheSerAsnPheVallleHisTrpYalArgBlnAlaProElyGln r

iggisida.pro <= l]| ———————————————————————————————————————————
:' Sélection : 043 lignes ﬂ_l LI—

- Les deux chaines lourdes d’un anticorps
sont strictement identiques.



Comparaison des chaines legeres d’un
méme anticorps
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» | Traitement {|} I]|[:umpa|‘ simple de q peptidiques -
igglsida. pro -‘|} I]|I31uI1eUalLEuThr[:lnSerPru[:lyThrLEuSerLeuSErPru[:lyG1unrgnlaThrPheSerEysﬂrgSerSerHisSerIlenrgSernrgnrgUa1nlaTrpTyr[:lnHisLysPru[:lyGln
iggmsida.pro -‘lb I]| ——————————————————————————————————————————— -
w| Seélection : 0/3 lignes ll_l

- Les deux chaines légeres d’un anticorps
sont strictement identiques.



Hypothese expliquant la spéecificite d’un
anticorps pour un antigene donné

On a vu grace au logiciel Rastop, qu’il existait une
complémentarité entre une partie de ’antigene et
la partie terminale des 4 chaines de |’anticorps.

On sait qu’un anticorps est une protéine, et ainsi
sa structure tertiaire est déterminée par sa
séquence peptidique primaire.

On peut donc supposer que la specificité d’un Ac
pour un Ag donné est due a une difference de
sequence peptidique des 4 chaines au niveau des
premiers acides amines de ces chaines.




Comparaison des chaines lourdes de deux anticorps
dirigés contre deux antigenes differents d’un méme
individu

0 ] b § 12 15 18 2 A4 21 30 i 36

sequence peptidique R R A R R N A R A R
de la chaine lourde de Traiement (<[> I]‘Hlignement nultiple de séquences peptidiques
l’Ac anti-GP120 =
£ e * % ¥ * _ % ¥ % _ _ _ ¥ % ¥ F ¥ ¥ _ ¥ ¥ ¥ OF O ¥ ¥ | % ¥ ¥ 9
Séquence peptidique chaineH_M:Y.pm<]E>%nUaILysLeuI}lnl}luSerl}lyPruﬂlaUalIleLysPruSerI}lnSerLeuSerLeuThrEysIleUaISerl}lyPheSerI1eThrnrgThrnsnTyrEysTrpHisl
de la chaine lourde 4> |- - - G- - - Glylewalln- - - - - - De- - The- - - - - L= Cys- Elylal- -
de ’Ac anti-GP41 P tloatic U Boee il
_ 159 162 165 168 m 1714 171 180 183 186 189
A R R O R R I N R R R N R Y R R B A B O R R R R B R R B
# |Traitement 0
\ldentites {:][:;, [, ®# ®# % % % % * ¥ % ¥ ¥ % % ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ % ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
chaineH_ACY.pro|<][>|  ONalThrTrpAsnSerGlySerLeuSerSerGlyUalHisThrPheProAlaUalleuGlnSerAspLeuTyrThrLeuSerSerSerUalThrlal
INLD_chloude. <[>  OLev- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - oo oo oo
hd Sélection : 074 lignes ﬂ

On observe une grande variabilite dans la séquence
peptidique des 110 premiers acides aminés des deux
chaines lourdes (anti GP120 anti GP41).



Comparaison des chaines légeres de deux anticorps
dirigés contre deux antigenes differents d’un méme
individu
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SequenceA peppd\lque p[Tratenenl [ fy]  Ontignenent miltiple de séquences peptidiques s
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l’Ac anti-GP120 T IspL1elaltetThrE1nSer ProALaSerLeubaltalSerLeuElyELnnrgALaThr  LeSerCysfrgALaSerCluserUal_ AspSerTyrlyLysSerPheliethisTrpTyrElntln
Séquence peptidique m}?‘c,hlegm'[ﬂb 39_” l:al- - - - The- LeuThe- Ser- Thelle- - Pro- Ser- - - LysSer- GIn- Leuleu- - Asp- - TheTyrLeudsn- Leulen- . -

de la chaine légere

B Comparaison avec alignement

de U’Ac anti-GP41 ~ 1 1 1m0 18 186 189 19 195 19 21 4 A7 A0 o3
4 SN B A R Y R K K Y A A R R B B R G I I A A N R R A A R R
p | Traitement o l]‘
|dentités {]E} U‘******************************************
chainel_ACY.pro <] I]‘SerLysnspSerThrT_urSerMetSerSerThrLeuThrLeuThrLysHspGluTyrl}luFlrgHisFlsnSerTyrThrl:_usEluFllaThrHisLysThrSerThrSerPruIleUalLysSerPhE
INLD_chLegere. <] l]‘ ------------------------------------------
TRy al r

On observe une grande variabilite dans la sequence peptidique des
110 premiers acides aminés des deux chaines légeres (anti GP120
anti GP41).



|
BILAN sur le role et la structure des anticorps

Un anticorps est une protéine, constituee de 4 chaines
identiques deux a deux: deux chaines lourdes de 440
aa et deux chaines légeres de 220 aa.

Une chaine légere est constituée de 2 sous-unités (de
110 aa chacune), une chaine lourde de 4 sous-unités (de
110 aa chacune).

La spécificité d’un anticorps pour un antigéne donne
repose sur une variabilité de la séquence en aa de la
premiere sous-unité des chaines lourdes et légeres.
Ainsi, cette variabilité dans la sequence primaire de
cette sous-unité, permet une variabilite de la structure
tridimensionnelle des extremités de [’Ac specifique
d’un antigene donné.




Schéma d’un anticorps spéecifique d’un antigene donné
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_ D’apres Alain Gallien, nov 2005
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Deux virus neutralisés par un seul anticorps = agglutination
formant un complexe immun




