TP 7 : Mise en évidence d’une réaction immunitaire adaptative

Document 1 : Différents virus de la grippe.
Les différentes souches de virus de la grippe se caractérisent par des hémagglutinine différentes : H1, H3, H5...
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Document 2 : Antigéne, anticorps et complexe immun.
Toute molécule introduite dans un organisme et provoquant une réponse immunitaire est qualifiée d’antigéne. Ainsi, si on injecte
I’hémagglutinine de type 5 (H5), une protéine localisée au niveau de la membrane du virus de la grippe aviaire, a un poulet sain. Quelques jours
apres l'injection, le sérum (partie liquide du sang dépourvue de cellules) de poulet est récupéré et montre une augmentation notable de la
concentration en anticorps (protéine produite par les lymphocytes B et participant a la réponse immunitaire adaptative). Les molécules
d’anticorps produites ont la propriété de « réagir » spécifiquement avec les molécules d’antigénes qui ont déclenché la réponse immunitaire :
les anticorps se fixent sur les antigenes formant un complexe immun et provoquant leur agglutination.
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Document 3 : Principe de la méthode d’Ouchterlony

C’est une méthode d’'immunodiffusion sur gel : les solutions déposées dans les puits creusés dans le gel diffusent de fagcon homogene dans
toutes les directions autour du puits. Deux auréoles de diffusion peuvent donc entrer en contact lorsqu’elles ont suffisamment progressé. Cette
zone de contact reste invisible s’il n’y a pas de réaction entre les deux solutions. Quand il y a réaction entre les solutions, il se forme un arc de
précipitation visible a I'ceil nu. Celui-ci est d{ a la formation de complexes immuns, résultats de I'interaction entre de nombreux anticorps et les
antigenes spécifiques.

Matériel a disposition :

- Boite de pétri avec un gel (a
préparer), un emporte-piece, une
micropipette avec embouts ou un
compte-goutte pour chaque produit.
- Solution 1 : solution contenant de
I’'hémagglutinine H5.

- Solution 2 : solution contenant de
I’'hémagglutinine H1.

- Solution 3 : sérum de poulet
malade.

- Solution 4 : solution contenant de
I’'hémagglutinine H3.

- Solution 5 : eau distillée.
Remarque : il s’agit de produits de
substitution

Matériel envisageable :

- de laboratoire (verrerie,
instruments...)

- d'observation (microscope, loupe
binoculaire...)

- de mesure et d'expérimentation
(balance, chaine ExAO...)_

- informatique et d’acquisition
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Etape 1 : Concevoir une stratégie pour résoudre une situation probléme (durée maximale : 10 minutes)

Proposez une démarche de résolution permettant de confirmer que les poulets de Monsieur Lecoq sont infectés par un virus de la grippe aviaire et de préciser quelle souche du virus
de la grippe est responsable de I'infection.

Appeler 'examinateur pour vérifier votre proposition et obtenir la suite du sujet.
Votre proposition peut s’appuyer sur un document écrit (utiliser les feuilles de brouillon mises a votre disposition) et/ou étre faite a I'oral.




Etape 2 : Mettre en ceuvre un protocole de résolution pour obtenir des résultats exploitables

Mettez en ceuvre le protocole d'immunodiffusion sur gel, afin de déterminer par quelle souche virale les poulets de Monsieur Lecoq sont infectés.

Etape 3 : Présenter les résultats pour les communiquer

Sous la forme de votre choix, traitez les données obtenues pour les communiquer.

Etape 4 : Exploiter les résultats obtenus pour répondre au probléme

Exploitez les résultats afin de confirmer que les poulets de Monsieur Lecoq sont bien contaminés par un virus de la grippe aviaire et de préciser la
souche virale responsable de I'infection.




Protocole d’immunodiffusion sur gel — TP7

I-Préparation du gel d’agar-agar

1. Organiser le plan de travail pour manipuler proprement et en suivant les consignes de sécurité. Attention les étapes 2 a 9 sont a réaliser sans gants de
latex pour des raisons de sécurité (risquent de fondre).

. Peser dans la coupelle 0,2 g d’agar prélevés a l'aide de la spatule.

. Verser 14 mL d’eau distillée puis I'agar dans le bécher et mélanger soigneusement I'agar avec la spatule.

. Chauffer le mélange en remuant a la spatule jusqu’a ce qu’il devienne limpide et arréter au tout début de I'ébullition

. Retirer a I'aide de la pince en bois, attendre quelques secondes que le bécher refroidisse afin de pouvoir le saisir sans se brliler

. Verser directement et délicatement ce volume d’agar chaud dans la boite de Pétri afin d’'obtenir une hauteur d’un 1/2 cm environ.
. Egaliser le niveau et supprimer rapidement les bulles.

. Laisser la boite refroidir sur la paillasse et sans mettre le couvercle.

. Ne pas remuer la boite avant solidification du gel d’agar : environ 5 mn a 10 min.

10. Rincer le matériel.
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Il- Préparation du test

Creuser les puits

1. Utiliser le schéma de la fiche énoncé comme gabarit de percage pour creuser dans le gel a I'aide du tube emporte- piece des puits a égale distance
d'un puits central

2. Eliminer les cylindres de gel avec le cure-dent si nécessaire. Attention surtout a ne pas fendre la gélose.

Réaliser les dépots

1. Marquer a l'aide d’un feutre sur la boite de Pétri la disposition des produits a déposer dans les puits permettant de révéler la réaction de I'anticorps
étudié avec les différents antigénes proposés. (Utiliser le méme ordre que celui que vous avez proposé a la question 1).

2. Remplir les différents puits avec 1 a 2 gouttes : chaque produit devra étre prélevé avec une micropipette a embout propre (ou un compte- goutte
propre), puis étre déposé dans les puits sans débordement ni bulles et sans endommager le gel d’agar ;

3. Fermer la boite

Ill- Observation des résultats

Observer les résultats fournis sur fond noir et en éclairage rasant.




Activité 2 : Mise en évidence de l'organisation et de l'origine de la spécificité des anticorps

-> On cherche a expliquer la spécificité de la molécule d'immunoglobuline pour son antigéene.
Logiciel rastop : répertoire « bankmol » puis « 12-imm », fichier «iggtotal.pdb».

Logiciel anagéne 1 : fichier igg-sida-4chaines.edi (pour comparer les 4 chaines d’'un méme Anticorps) puis igg-vih-8seq.edi (pour comparer les chaines de
différents Ac)

Logiciel anagéne 2 : théme d’étude Ts Immunologie Structure IgG ; chaines eu puis theme d’étude Ts Immunologie Igg Anti VIH 4 1gG antiVIH

a- Suivez le protocole n°2 afin d’étudier les différentes molécules d'immunoglobulines proposées avec les logiciels Rastop et Anagene.
b- Répondez a la question initiale.



	3. Fermer la boite

