


Les iImmunoglobulines Humaines :

- Introduction : 01l

L’'injection a I’'animal d’un antigene (Ag)'permet
d’obtenir [un antisérum spécifique de cet Ag,
capable de se combiner spéecifiguement avec lui]
alors qu’un sérum preélevé chez le méme animal
avant son immunisation, est depourvu de cette
propriété ou ne I’exprime que faiblement . Cette
propriété de I’antisérum est portée par des
glycoprotéines appelées anticorps (Ac) ou
iImmunoglobulines (Ig) . C’est une région particuliere
de I’Ac : le paratope ou site Ac qui se lie a une partie
de ’Ag, I’épitope.




Ces Ig peuvent egalement jouer le réle d’Ag 02
lorsqu’elles sont injectées a un autre animal (de la
méme espece ou d’especes difféerentes selon le type
de spécificité recherchée) . Ainsijdans des
systemes hétero-logues (par exemple Ig humaines
administrees au lapin). les/propriétes antigeniques
des Ig ont permis de les réepartir en5 grandes
classes d’iso-types : IgG, IgM, IgA, IgE et IgD avec 4
sous-classes iso-typiques pour I’'lgG et 2 pour ’IgA].
Les autres spécificités antigeniques des Ig sont : les
allotypes que I’on retrouve seulement chez certains
individus d’'une méme espece et les idiotypes
associes ouvoisins du site Ac des lg.




Un Ac.adeux fonctions : O?’J

Fonction de reconnaissance Vvis-a Vis
de ’Ag qui a'declenché sa synthese .
Fonctions effectrices, indépendantes
de sa capacité a reconnaitre I’'Ag et
jouant un role dans la physiologie des
Ac. Il s’agit notamment de la fixation du
complément, de la fixation a la surface
de certaines cellules et du transfert

ptacentaire




lI- Origine cellulaire et localisation des Iq :

Les Ig sont preduits par des cellules spécialis
appelées/plasmocytes qui dérivent par differenciation e
maturation de activées par 'antigene et
stimuléee par des facteurs solubles secrétes par les

amplificateurs .

Les précurseurs des lymphocytes sont caracterises pat
une activité particuliere consistant en un debut de
rearrangement des genes d’lg, puis par |'apparition dan
leur cytoplasme de chaine lourdes d’IlgM (mu), ensuite
des chaines legeres puis des IgM completes de surface
L’existence d’'une IgM de surface est suivie par celle
d’une IgD de surface . Ce stade caractérise des
Iymphocytes B arrivés a maturarite, capables de
reconnaissance et d’activation par un antigene (cellules

|mmunocom‘[:rIEtesj—6€S—ce’rru1€s—wverrt—pEu de temps,

sauf stelles sont actives par un Aq .



- cellule souche hématopoétique multipotente[

(CSH)
- cellule southe lymphoide

(CSL)

7 — 8me semaine
grand lymphaocyte pré-B : Ig(-), réarrangement de genes Ig(+)
grand lymphocyte pré-B : chaines lourdes mu intracytoplasmiques
petit lymphocyte pré-B : chaines lourdes mu intracytoplasmiques

Nouveau réanrrangement de génes et synthése de chaine légéres :

- géeme semainev—>lymphocyte B portant des IgMS
(lymphocyte B immature)

- 12¢me semaine—=tymphoeyte BportantdestgMS—et lgD de

surface (lymphocyte B-mature) -



Les lymphocytes.B genérés sont repartis en clones;
c’est-a-dire enellules fonctionnelles possedant
a capacité de reconnaitre et de reagir contre un épitope
particulier . C’est le principe de I’expansion clonale .
La production des anticorps fait intervenir en une série
d’interactions plus moins complexes au'moins 2 types de
cellules :

des clones de lymphocytes B spécifiques de I’antigene

des clones de lymphocytes T inducteurs et amplificateurs
« helper » également spécifique de I'antigene .

des cellules non lymphoides de la lignée des macrophages
monocytes, sans specificité pour I’antigéne. Spécialisées
dans la prise en charge des molécules d’antigenes pour une
presentation optimale . Sous forme intacte ou fragmentee, aux
lymphocytes TetB:




Les Ig excretees par les lymphocytes passent
dans le plasma qui en constitue la source
principale . De la elles peuvent gagner d’autres
localisations..Cependant, le systeme lymphoide des
muqueuses (intestinale en particulier) est riche en
plasmocytes qui synthéetisent des\lg spécialement
organisées pour étre actives a ce niveau : ce sont les
IgA sécretoires, element important de I'immunite
locale .

Par ailleurs, des |g du plasma peuvent etre retrouvees
dans le L.C.R. les urines, le liquide articulaire, les
liquides d’ascite de lavage bronchique .

Il y a enfin des situations ou une synthese locale d’lg a
lieu (ex : du L.C.R. dans certaines maladies du SNC) .
Toutefois, ces Ig ne présentent aucune différence avec

celles produites dansdes organes tymphoides ou

dans le sana périphériqgue .




Ill- Les Techniques d’études desIg: ¢

I1I-1- Electrophorese=

Elle permet la séparation des différentes protéines en fonctio
de leur mobilité dans un champ électrique.
A pHalcealin (pH = 8,6) les protéines'sont chargées (-) et se
déeplacent vers le pole (+) (anode) a des vitesses variables,
selon/leur charge électrique et leur encombrement stérique ,
plusieurs techniques peuvent €tre employées :
Electrophorese en phase liquide (électrophorese libre de
TISELIUS) .

- Electrophorese en phase solide = papier, gélose membral
de nitrocellulose.
Ces méthodes permettent de séparer 5 fractions d’un sérum
et de déterminer les quantités respectives de ces fractions .
D’autres méthodes d’électrophorese permettent la mise en
évidence d’un plus grand nombre de fractions protéiques a
partird’'un serum : électrophorese-en amidon, en gel de
nolvacrviamide




I1I-2- Immunoélectrophorese : 09

C’est.une technique qui combine la
separation electrophoréetique en gélose et une
Immunoprecipitation par des antisérums
spécifiques. Elle a permis a Grabar de
localiser, sous forme d’un arc de
précipitation, les globulines a fonction Ac
dans le groupe des gammaglobulines pour les
lgG et des [3, globulines pour les IgM et IgA .
Ainsi, les protéines de sérum a fonction Ac se
trouvent dans les régions y et 3 jusqu’a la

—Hmite-gdesesgtopbutnes—



I1I-3- Fractionnement par relargage :

L'addition de sulfate d‘ammonium ou de sulfate /|
a doses croissantes precipite les protéines sérigues . Ce
sont les gammaglobulines qui précipitent les premieres

(Fig. 01)

Fig. 01 :
Immunoéelectrophorese
d’un sérum humain
montrant le distribution
des 4 principales classes
d’immunoglobulines

aD



l1l-4- Fractionnement par dilution :

L’addition d’eau distillée-au sérum, ou la dialyse | 11
contre de I’eau distillee précipite les euglobulines
parmi lesquelles se\trouvent les,.IgM. Les pseudo-
globulines restent en solution .

L’addition d solvants organiques modifie la solubilité
des protéines . Differents solyants peuvent étre
utilisés, en particulier I’alcool éthylique (methode de
Cohn) qui permet d’obtenir industriellement les
gammaglobulines et d’autres fractions plasmatiques .

I11-5- Ultracentrifugation :

Elle permet la séparation des gammaglobulines en
fonction de leur constante de sédimentation (autour
de 7S sur les IgG, IgA, IgE, et IgD e de 19S pour les
IgM). Qui—depend de leur masse moléculaire ou

molecularratio (Mr)-




111-6- Chromatographie sur échangeurs d’ions |
DEAE-cellulose ou DEAE-

Elle sert a la purification des IgG.
V- Structure des Immunoglobulines/:

IV-1- Unité de base'a 4 chaimes polypeptidigues :

Toutes' les Ig possedent la méme structure de base a 4
chaines : deux chaines de poids moléculaire elevé appelées
chaines lourdes ou chaines H « Heavy » et deux chaines de
poids moléculaires plus faible appelées chaines |égeres ou
chaines L »Light » .

Il y atoujours 2 chaines H et 2 chaines L par unité de base .
Dans la molécule d’lg, chague chaine H est unie a l'autre et a
une chaine L par des liaisons covalentes de type pont disulfure
(-S-S) et non covalentes (ioniques. Hydrogene. Electrostatique.
Hydrophobe ...). Sur ce « squelette » de base poly-sialique

peptidigue sont—greffes—des residus—osidiques (glucosamine.

Acide sialique ...) en-propotion variable (Fig. 02)




MOLECULE D'lgG

chaines
légeres

site
anticorps

fixation du C
allotypes
fixation tissulaire

chaines lourdes
H
2 : ,
Figure ¥0 - Schéma d’une molécule d'immunoglobuline G. Fab = fragment
anticorps; Fc = fragment cristallisable. VL et CL = domaines variables (V)
et constants (C) des chaines légéres L (light). VH, CHL, CH2 et CH3 =
domaines variables (V) et constants (C) des chaines lourdes H (heavy).
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IV-2- Dualité structurale des 1IgG : ¢
I\V-2-1- Structure primaire de I'lgG :
a) structure prlmalre des chaines légeres (chame
Elle correspond a la séquence des acides amines (AA)
214 a 220 AA constituent les chaines Lk ou LN (25kDa) ;
elles se divisent en deux parties approximativement
égales

- Le segment V (variable), correspond a I'extrémité aminc
terminale. Sa structure primaire est tres variable, d’une
chaine L a une autre chez un méme individu. A I'intérieur
méme de ce segment variable, on peut définir des zones
hypervariables ou complementary determining régions
(CDR) (5% de la partie V) formant des boucles et des
zohes assez bien conservées constituant ’armature,
(charpente, ou framework = FR) du segment V . Il existe &

CDR contituées par 5a 10 AA. Ces CDR correspondent

aux zones de contact entre V et ’'Aq .




- les régions FR sont au nombre de 4 et permettent
de classer les chaines L des différents Ac en sous
groupe de variabilité“en fonction des homologies/
de leurs sequences,.
- le segment C (constant) , correspondant a la moitié
carboxy-terminale (-COOH) présentant une grande
constance se structure d’une chaine'L a une autre d’un
méme type (K ou A) . Cependant, il existe 6 isotypes
differents pour A et en plus/quelques variations selon
les individus qui correspondent a I’allotypie des chaines
|égeres (Fig. 03) .

VL CL

NH2 [ N, oo+

VH1 VH2 VH3
50 90 25

3 Région hyper variable ou complemententary regions (CDR 1, 2, 3) sépares par
4 régions plus canserves : region charpente ou FR (framework)



b) structure primaire des chaines lourdes
(chaines H) :

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

Un segment constant (CH), C-terminal, de constitution
constante d’une IgG a une autre 10G . Il représente les
trois /quarts de la chaine lourde, . Cette portion
constante porte les structures responsables des
propriétes effectrices des IgG et les determinants
Isotypiques et allotypiques

Un segment variable (VH) correspond a PPextrémité N-
terminale des chaines lourdes il represente Vs de la
chaines lourde et participe avec son homologue Vk ou
VA de la chaine L a la constitution du site Ac de I’'lg qui

reconnait PAg——l-existe comme pourles chaines L, 3
CDR et 4 FR pourVH-(Fig. 04) .



vz [ S R coor | 4 5

VH CH1 CH2 CH3
Région hyper variable Région constante
Site/de reconnaissance Fonction effectrice
d’AC

IV-2-2- Structures secondaire et tertiaire de I'lgG :

I’lgG comprend 12 ponts intra-chaines (2 ponts pour une
chaine L et 4 ponts pour une chaine H) .

un pont S-S intra-chaine se trouve au niveau des
portions polypeptidigues nommeéees domaines. Chaque
domaine est constitue par environ 110 AA dont 60
d’entre eux forment une boucle sous-tendue par le pont
S-S intra-chaine .




»Chaque domaine_est fait de 2 ensembles 18
de feuillets plissées B dont Pun.comprend 4
troncons antiparalleles et I'autre seulement 3 .
Ces 2 ensembles sont reliés par le pont S-S et
constituent une structure sphérique
thermodynamiqguement stable dont la partie
Interne est hydrophobe..

» Chague domaine du Fc est porteur d’au moins
une fonction biologique . Le CH2 des IgG
contient le site de fixation du C1g. Le CH3 des
IgG cytophiles portent les sites de liaison aux
mastocytes et aux macrophages .(Fig. 05)




Domaine
Variable

Domaine
Constant

Panaine

“ Zone charniére

PepSine CH2

CH3




I\V-3- Dualité Fonctionnelle.:
20

La fonction primordiale est celle de se combiner a
I’Ag homologue . Elle intervient toujours en premier.
C’est la fonction de reconnaissance et de liaison a
I’Ag ./ Elle est assurée par un\site actif ou site
anticorps ou paratope.

Apres liaison a I’Ag. Une Ig peut meédier d’autres
fonctions dites secondaires ou effectrices parce
qu’elles permettent I’élimination de ’Ag homologue
(ex. la fixation du complément, la fixation a une
cellule phagocytaire ...) .




11I-3-1- Localisation des différentes fonctions

sur la molécule .

» Le clivage des |lgG-par la papaine donne deux
types de fragments ' le premier renferme les chaines L et
porte la fonction de liaison a I’Ag . Il a eté appele fragment
Fab (pour « antigene binding ») /Le\second dépourvu de
cette fonction , ne porte pas de‘chaines légeres, conserve
la capacite de fixer le complément et presente la
particularité de cristalliser . Il a été appelé Fragment Fc.

» Le'clivage enzymatique par la pepsine (Nisonoff et col.)
donne un seul type de fragments appelés F (ab)2. portant
la fonction de liaison a I’Ag et de petits peptides dépourvu
de toute activité . Les fragments actifs peuvent étre reduit:
en deux autres fragments de taille identiques. Doués
egalement de la fonction de liaison a I’'Ag et |dent|f|es
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PEPSINE

O1l/pFc
(moitie C-terminale
de la‘région Fc)
Peptides de faible
P.M (dépourvus de
toutes activites)
Laregion charniere
est riche en proline
et sujette au
protéolyse
Traitement chimique
par reduction et
acidification — les
ponts S-S inter-
caténaire sont
rompu




IVV-3-2- L’'organisation en domaines :
Les Ig a I’état natif naturel comportent des régions| 23"
fonctionnelles ou domaines . structures de 110 résidu
amino-acyles bien individualisees collaborant a la
fonction de reconnaissance ou paortant isolément des
fonctions secondaires, d’une IgG est assuré par
I’association VH + VL. Le site de fixation du complément
est localise dans le domaine CH2 et celui des récepteurs
portes par les monocytes sur le domaine CHS3.

IV-3-8- La region charnierg .

Notons parmi ces domaines en structure tertiaire repliée

et relativement compacte . L'existence sur toutes les
différentes chaines H d’une courte séquence relativement
linéaire, exposée aux enzymes protéolytique, c’est la région
charniere « hinge région » qui semble permettre une certaine
flexibilité de la molécule d’lg, flexibilité permettant les
changements conformationnels necessaires a I’exercice des
fonctions effectrices .




I\V-3-4- Structures annexes ».
non-immunoglobuliniques: 24

a) Deux polypeptides non immunoglobuliniqgues sont
retrouves associes a certaines lg : la chaine J qui est
un polypeptide de RM 15.000/a 17.000 daltons
synthetisé par les plasmocytes etiimpliqué dans la
polymerisation des IgA secretoires'et des IgM : et un
composant secrétoire (ou piece secretoire).
Glycoprotéine de PM 50'a 70.000 daltons . Synthétise
principalement par des cellules épithéliales de la
muqueuse intestinale qui participe a la structure des
IgA secréetoires en leur conférant vraisemblablement
une meilleure stabilité et une bonne résistance dans
un environnement contenant de nombreuses
enzymes proteolytiques .




b) Enfin'sur les-difféerentes chaines
polypeptidigues\en particulier les chaines
lourdes, sont lies'de facon covalente un ou
plusieurs résidus d’hydrate de carbone dont le
taux par moléecule est variable selon les résidus
Leur role reste obscur, ils seraient
nécessaires a I’excrétion des Ig par les

plasmocytes .




V- Génétique des Immunoglobulines

Les genes codant pour les.lg'sont transmis de fagon
mendélienne .

Les régions censtantes et variables, sont codées par des genes
distincts, répartis en 3,groupes : le locus chaine lourde, le locus
Kappa et le locus Lambda .

Chaque locus contient a la fois les genes codant pour les regio
variables et le ou les genes codant pour les régions constantes :
- Locus chaine H (chromosome 14) : genes VH + genes JH +
chaines DH + genes CH (mu. Delta. gamma-3. gamma-1. alpha-1
gamma-4 . epsilon. Alpha-2) etalés dans cet ordre de I’extrémité
5 vers 'extrémite 3.

- Locus Kappa (chromosome 2) genes VK + genes JK + genes ClI
- Locus Lamba (chromosome 22) genes VX + genes V + genes .
Chaque gene se présente sous forme d’un brin d’ADN
transcriptible appelé « exon » séparé des genes précédents et
suivant par une séquence d’ADN non transcriptible appelée

. o aarmFr /s N O




VI- Quelques propriétes des Ig Humaines

20

|
Forme secrétée Monomere Mono. DI Pentamere monomeére monomé#e-

IgG IgA IgM IgD 9E | £
Chaine H Gamma Alpha mu Delta epsilon
Chaine/L KouA KouA KouA KouA KouA
Sous-classes 1.2.3.4 1.2 - - -
Allotypes Gm Am - - -
Coefficient de 6.6 7/9/11 19/14 - 8
sédimentation (unités. s)
Hydrates de carbone 2a3 7a9 10 9 13
(%)
Part du total % des 75a85 7al5 5a1l0 0.3 0.003
lg seriques
Présence dans les + ++++ + ? +
secrétions
Demi-vie (jour valence) 23 6 5 3 2.4
valence théorique en 2 2 ou + 10 2 2
sites actifs
domaines/ chaines 4 4 5 4 5

H



Précipitation in vitro ++ + - - -
Neutralisation ++ + +? - -
Hémolyse immune + - o+ - A
Agglutination + + +++ - -
Fixation du complément + - - - -
Fixation aux phagocytes + = 2 - -
(récepteurs)

Fixation aux mastocytes - - 2 . -
Transfert placentaire + - - - -

Pathologie associée

Myelome + + + + +
Macroglobulinémie + - + - -
Maladies des chaines H + + + ? -

Déficit + + + ? 2



Propriétés

Concentration (g/l)
Pourcentage d’hydrates de carbone
Pourcentage du total

Constantine de sédimentation

Demi-vie (jours)
Ponts disulfure inter-chaines H

Hydrophobicité

Fixation aux récepteurs pour le Fc
gamma : monocytes-macrophages
polynucléaires neutrophiles

Sous-classes

IgG1 1IgG2 1IgG3
5/7 | 2.2/4.2 0.5/0.6
213 2/3 213
60 30 5
7S 7S 7S
Poids moléculaire de la chaine lourde (103) 52/54 | 52/54 60
21/23 | 20/23 6/8
2 4 13-15
+++ + +++
Fixation du complément (voie classique) | ++++ ++ +++
+ + +
+ + +

Transfert placentaire

IgG 4

0.5

2/3

4

7S

52/54

21/23

2

+



VII- Formes variantes des Immunoglobulines '
Propriétés antigéniques-des immunoglobulines; 30
A) — Définitions
variation/isetypique :
Les genes des variants isotypigues sont présents chez
tous les individus d’une espéece/animale génes des

chaines day € ; kA 'sont tous présents dans le génome
humain .

variation allotypique :

consiste en une variation genétique a l’'intérieur d’une
méme espece animale, met en jeu différents alleles au
méme locus, il n’est pas retrouver chez tous les membres
d’une espeéce

G3m de I'lgG3 (phénylalanine (436) de la chaine y3,
n’existe pas chez tous les individus .

Variation idiotypique :

Ce sont des Mauanans_dans_Les_Legmnuauables

particulierement les regions hypervariables .




B- Localisation :
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Fig.: 10 Structure de I'lgA; humaines
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