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Définitions

* Immunogénicité:
capacité a induire une réponse immunitaire humorale
ou a médiation cellulaire

Cellule B + Antigéne >  Cellule B + Cellule B
effectrice mémoire
-> Anticorps

Cellule T + Antigene >  Cellule T + Cellule T
effectrice mémoire
- cytokines

-> facteurs cytotoxiques
* Antigénicité:
capacité a se combiner “spécifiquement” avec les

produits des réponses ci-dessus
- par ex. Antigéne+Anticorps
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Découverte des hapténes

* Hapténe:
- Antigéne non immunogéne
- Hapténe seul - pas de production d’anticorps
- Hapténe couplé a un porteur > immunogéne
- Porteur (carrier) = protéine immunogéne

homopolymeére non immunogéne

- Découverte par Landsteiner (1910)
-> établit spécificité de la réponse anticorps
- démontre extraordinaire diversité des anticorps
- Permet d’étudier la réponse anticorps contre des
déterminants chimiques précisément définis et
modifiables
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Réponse anticorps anti-haptene
A b:?: h

Antibodies to carrier

Carrier Hapten

Hapten-carrier

conjugate :[Qf:
Antibodies to conjugate
of hapten and carrier
Injection with: I Antibodies formed:
Hapten (DNP) None
Protein carrier (BSA) Anti-BSA
Hapten-carrier Anti-DNP (major)

conjugate (DNP-BSA) Anti-BSA (minor)
Anti-DNP/BSA (minor)

Figues 4-1
Kby IAAUNDLOGT, Sirh Eibitios
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Spécificité de la réponse anti-haptene

LI N  Reactivity of antisera with various haptens
REACTIVITY WITH
NH, NH, NH, NH,
@ @cwn
COOH
€ooH
Antiserum against inob laniline) inok ¢ adid inob icadd  pAminob e add
Aminobenzene + 0 (] 0
o-Aminobenzoic acid L] + L] L]
m-Aminebenzoic acid o (] =+ o
p-Aminchenzoic acid o 0 0 +
KEV:0 = s raactivitys + = strong rasctivity
SOURCE: Based on K. Landsteiner, 1962, The Specificity of Serologic Reactions, Dover Press. Modified by J. Kiein, 1982,
The Science of iscrimination, Wiley.

Table 4-1

Kby IMMUNOLOGY, Sixth Edition
00T WM. Freeman and Company
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Epitope: définition

* L’épitope (ou déterminant antigénique)
correspond a la portion discréete de I'antigéne
qui entre en contact avec le récepteur
spécifique d’antigene (anticorps ou TCR)

 Epitopes reconnus par les anticorps

— Accessibilité (reconnaissance directe)

— Séquentiel ou Linéaire (ex. 6-8 aa hélice a en surface)

— Non séquentiel ou Conformationnel

— Chevauchants

— Epitopes conformationnels plus sensibles a la
dénaturation ménagée de I'antigéne

» Un épitope peut étre immunodominant
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Exemple d’épitopes

(a) (b)
(145) 146-151
COOH

NHz\

Figure 4-3
Kuby IMMUNOLOGY, Sixth Editicn
2007 W.H. Freeman and Company

Myoglobine de cachalot Lysozyme d’ceuf de poule
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Liaison d’'un épitope conformationnel

Hen egg-white lysosome
Disulfide bond

Inhibition of reaction between HEL
loop and anti-loop antiserum

100
a

80
£ sl
1
2
£
- a0l
= 4 Natural loop

0k = Closed synthetic loop

+ Open synthetic loop

16

Figure 44
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La molécule anticorps

« La molécule anticorps ou
immunoglobuline est un
hétérodimére composé de 2
chaines lourdes (IgH) et 2 light
chaines légeéres (IgL k ou 2) chain

Pigarn 1 mmmobisto. 0 4 Gitand Scbumsn 20031
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La molécule anticorps

» La molécule anticorps ou
immunoglobuline est un
hétérodimere composé de 2
chaines lourdes (IgH) et 2
chaines légéres (IgL k ou 1)

N terminus

Variable
region

» Chaque chaine comprend disulfide

une région constante et une bonds
région variable Constant
region

C terminus
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La molécule anticorps

« La molécule anticorps ou

immunoglobuline est un I a"t'ges?;:;"d'"g n |
hétérodimére composé de 2

chaines lourdes (IgH) et 2 C

chaines légéres (IgL « ou 1)

¢ Chaque chaine comprend
une région constante et une
région variable

+ Les chaines IgH et IgL sont carbohydrate
organisées en domaines

» Larégion variable porte le g 1 43 g . s
site de liaison a I'antigéne
ou site anticorps (Ac)
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lg membranaire — Ig sécrétée

Lo o G Gl G B MG g
(w1}

lymphocyte B plasmocyte
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5 classes d’immunoglobulines

v

1d) IgA (dimer) le) IgM (pentamer]

Jchain

Figre 4-17
Kirby IMMUNOLOGY, Sith Edition
© 2007 . Freman ared Cesmgsay

IF2011 MV423 IF-la 28

Université Pierre et Marie Curie




Master BMC - MV423 Immunologie Fondamentale & Intégrée

Adrien Six — IF-la, 7 février 2011

Organisation des genes C du locus IgH

Mouse
u Cu Cs Cia Gy Co Ciza Ce Ca
Hi—— = H HiH—
Human
Ju Cy Ca C-,a c‘ﬂ “'cz ca] Cjz C‘;ﬂ C( cnz
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Organisation des domaines Ig (1)

C, domain V_ domain

)
' Disulfide bond

112
Fuby MMUNCLOGY, Sixth Editisn
© 2007 WM. Freeman and Company
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Organisation des domaines Ig (2)

C domain B-strand arrangement V domain
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Régions hypervariables - Site Ac (1)

Vi domain Vi domain
CDR1 CDR2 CDR3
CDR1 CDR2 CDR3
150 ] ]

> 100} AR e

%

2

=

5

= 501

0 ‘. " || (sl lk |||| o Ill m‘_ .
0 25 50 75 10

Residue position number

Figure &

Kuby MMUNOLOGY, Sixth Edition

© 207 eman and Company
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Figure 1-8 Iemenobiciogy, e (€ Garlsad Schence 2005}

Le site anticorps adopte une forme (structure
stéréochimique) qui va interagir avec l'antigene.

IF2011 MV423 IF-la

Adrien Six — IF-la, 7 février 2011

Régions hypervariables - Site Ac (2)

C, domain V_ domain

B strands

vy
D

isulfide bond

Le site anticorps est donc formé par les 6 régions CDR:
CDR1/CDR2/CDR3 IgH + CDR1/CDR2/CDR3 IgL

IF2011 MV423 IF-la
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Epitope & Paratope

'. L o —
Antigen Antibody

Figure 4-13
Kuby IMMUNOLOGY, Sixth Edition
2007 W.H. Freeman and Company

L'épitope (sur I'’Ag) interagit directement avec le
paratope (dans le site Ac).
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Fonctions anticorps et effectrice
Fonction spécifigue = Fonction anticorps

\Y

C

Fonction non spécifique = Fonction effectrice

IF2011 MV423 IF-la 39

Proprietés fonctionnelles des anticorps

Immunoglobulin

19G1

a
0]
N

19G3 1gM IgD

Classical pathway of
complement activation
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Alternative pathway of
complement activation

[+]
[
N I

Placental transfer

Binding to macrophage and
phagocyte Fc receptors

-]
]

High-affinity binding to
mast cells and basophils

Reactivity with
staphylococcal Protein A

Fig part2of2 ialogy, b/e.
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La réaction antigene - anticorps

» Laréaction antigéne-anticorps est une
association bimoléculaire semblable a une

réaction enzyme-substrat.
+ C’est une association non-covalente et

réversible.

» Elle met en jeu plusieurs forces d’interaction:
— Liaisons hydrogénes
— Liaisons ioniques
— Interactions hydrophobes
— Forces de van der Waals

IF2011 MV423 IF-la
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Forces des interactions Ag-Ac

Noncovalent forces || Origin
Attraction between ® O
Electrostatic forces opposite charges —NH, 00C—
Hydrogen shared “N—H--0=C"
Hydrogen bonds between electronegative L s
& & &
atoms (N,0)
Fluctuations in electron o 5
clouds around molecules .
Van der Waals forces oppositely polarize s —
neighboring atoms
Hydrophobic groups interact H H H
unfavorably with water and H’O 5+ o H
: tend to pack together to 5= 0<
Hydrophobic forces H
LRt exclude water molecules. &~
The attraction also involves 0 a*
van der Waals forces H™H
Figure 3.9 )
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Réaction Ag-Ac & Affinité

- k; (L/mol/s)
-k (s)
K=k Mk

K
Ag + Ac & Ag-Ac
k—l

constante de vitesse aller (association)
constante de vitesse retour (dissociation)

constante d’association = affinité

Ka = [Ag-Ac] / [Ag] [Ac]

Rem: le modéle concerne la liaison d’un site de liaison
anticorps (Ac) avec un antigéne (Ag) monovalent.
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Exemples d’affinité de liaison Ag-Ac

Forward and reverse rate constants (k, and k_|) and association and dissociation
TABLE é&-1 . e L A

constants (K and K) for three ligand-antibody interactions
Antibody Ligand ky k_; K, Ky
Anti-DNP &-DNP--lysine 8x 107 1 1% 10* 1x1078
Anti-fluorescein Fluorescein 44108 5¥107F 1x 10" 11071
Anti-bovine serum albumin (B5A)  Dansyl-B5A 3x10° 23X 107 1.7 % 10% 59x107%
SOURCE: from H. N, Eisen, 1990, 3rd ed., Harper & Row, Publishers.

Table 6-1

Kuby IMMUNOLOGY, Sixth Edition

2007 W, H.Freeman and

Compury

Weak s_tro_ng Dissociation
binding
T I I T I T I I
10-4 10-5 10-6 107 10-8 10-9 10-10 1w0-1 (maliL)
[ T P | [ Growthfactar recap ]
Adhesion molecules
I Ty |
Figure 8-12a

Kuby IMMUNDLOGY, Sixth Edition
2007 W, H. Freeman and Company
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Mesure de la liaison Ag-Ac

Technique de dialyse a I'équilibre:

fa) B}

Control: No antibody present Contral
{ligand equili on both sid Iy}
100
1A | B A | B |
: A : o, B
e . L
L2 b |52 || s 5
& i *le= ] A
L) . . 5
4 =
Initial state Equilibrium "5
£
]
Experimental: Antibody in A = Experimental
(at equilibrium more ligand in A due to Ab binding) =
£ 100
B 5
. ¢ A
1 Radiclabeled sol- b } Ligand bound
ligand by antibody
B
Initial state Equilibrium 2 4 ) []
Time, h
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Courbe de Scatchard

Equilibrium dialysis of diffusible antigen

jp s e
membrans

Low concentration of Antibody with low Antibody with high
antigen, no antibody of antigen| of antigen)
s * = ¢« Eq. de Scatchard:

ric=K,n-K,r

A FATNIERES

n = nb sites Ac = valence

Scatchard analysis IgG n= 2
Single antibody e aniodion IgA:n=4
e\ oo sscaen | | IgM: n =10
antigen (c) \ k) "
\\ | x
- KIn
A\~ ¢ =[Ad]
2 1 2
e r = [Ag-Ac] / [Ag-Ac] + [Ac]
([Ac li€] / [Ac total])
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Affinité & Avidité
« Lavidité est la résultante des affinités des

multiples sites de liaison.

» L'avidité est une meilleure mesure de la
capacité de liaison au sein d’'un systéme
biologique.

* Pour une IgG, avidité théorique maximale:

Ka X Ky = Kgq = [Ag-Ac] / [Ad] [Ac]

* Enrealité, K, < K,?, en raison des contraintes
géométriques. Néanmoins, K, >> K,.

* Keq 1M > K, 19G du fait de la valence IgM
malgré K, IgM < K, 19G.
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Isotypie, Allotypie, Idiotypie

Isotypie ° 4 . * * ¢
- Variabilité o ° ) A o o
fonctionnelle oo A A o o

o o o o

Allotypie ® 24 * 2 4 * 4

- Variabilité
individuelle

Idiotypie “ ‘4 L 2 L 4 2 L 4
- Variabilité
particuliére

«———  IndividuA —— <«— IndividuB ——
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Anticorps polyréactifs

Table Nl Polyreactivity of anti-DNA mAbs with or withow
N-addition in H-CDR3*

N-regionis} in

Al H-CDR Actin - Myosin  Thyroglobulin  1gG
4% ¥ .. .. . Comment?
o N 11 * - -Epitope redondant
A T T 7"" -Epitopes dégénéré
A24.7 N - - - . ..

341 N e s -4 -Epitopes distincts
A18.13 N - - -
64.18A1 N° - - - -

8.46.2 N - - -

8.3.6 N o rEt - -

Al NE - -
64.8D1 N - - -
27 3Ela N +4 A+ t4t A

* Birvding of supernatant mAbs (1 pg/mi) to immobilized Ags was tested by
ELISA. The results are expressed as the OD at 492 nm: (=) represents 00 < 0.1;
+ 01 <0D<03 ++-, 03 <00 <05 +++, Q0 > 0.5 In both N™ and
N groups, mAbs were classified in decreasing order of their relative avidity for
ssDINA il Fig, 1),

Weller, S. et al. (1997) J.Immunol. 159:3890-3898.
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Reconnaissances...

4 structures différentes sans Ag Structures avec 3 Ag différents
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Superposition des régions CDRs
IF2011 MV423 IF-la Sethi et al. (2006) Immunity 24, 429-438
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Reconnaissances...

Inducedfit (] | hd - U @) O

—_—
c r
Differential ligand
positioning >
Antibody without ligand Antibody with bound ligand
IF2011 MV423 IF-la Mariuzza (2006) Immunity 24, 359-36%
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