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TP 16 

TECHNIQUES D’IMMUNOPRÉCIPITATION 
 

Techniques étudiées : Mancini, outcherlony et l’immunoélectrophorèse. 

 
 

 

Les objectifs de cette séance : 

 

 Comprendre les différentes techniques d’immunoprécipitation 

 

 Manipuler des produits sanguins d’origine humaine. 

 

 Travailler sous le PSM 

 

 Affiner ses connaissances sur ces techniques. 

 

Les analyses à réaliser : 

 

 La technique de Mancini 

 

 La technique d’Outcherlony 

 

 

Le travail à rendre : 
 

 L’explication d’une immunoélectrophorèse. 

 

 Les résultats pour les techniques réalisées. 
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RAPPEL: Les techniques d’immunoprécipitation 

 

Les réactions d’immunoprécipitation utilisent des Ag solubles (à la différence de 

l’agglutination) qui vont réagir in vitro avec un Ac possédant plusieurs sites antigéniques (au 

moins bivalent), pour former un réseau macromoléculaire de grande taille. 

Plus le réseau macromoléculaire sera de grande taille, plus il aura tendance à précipiter. Pour 

cela, il existe un rapport optimal Ag / Ac pour lequel la taille du réseau sera maximale (zone 

d’équivalence). Lorsqu’un des réactifs est en large excès par rapport à l’autre, il y a un risque 

de redissolution de l’immuncomplexe (phénomène de zone). 

Toutes les méthodes d’immunoprécipitation sur gel utilisent la propriété, que possède les Ag 

et Ac, de diffuser dans le milieu, créant ainsi un gradient de concentration. Ce gradient de 

concentration est tel qu’il existe toujours une zone où le rapport des concentrations est 

optimal.  

Il existe cependant une technique n’utilisant pas l’immunodiffusion : l’immunofixation 

Schéma général des techniques utilisant l’immunoprécipitation : 

 

 

 

 => 4 principes de ces techniques sont à étudiés. (Voir enseignant) 
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I Analyses par les techniques d’immunodiffusion double et 

simple. 

 
 

* Tester la qualité d’une production d’anticorps par la réalisation d’un outcherlony. 

 

 

* Dosage de l’albumine d’un sérum par la méthode de Mancini 
 
I.1 Tester la pureté d’une solution d’anticorps par la réalisation d’un outcherlony. 

 

 

On dispose d’une solution monoclonale  d’anticorps extrait d’un sérum de lapin. 

On cherche à savoir si cette solution est bien pure, contenant seulement des anticorps anti 

BSA. 

 

 
I.11 Réactifs  

 

Prendre la fiche technique et les produits dans le congélateur. 

 

I.12 Manipulation 

 

1 Préparation des boites. Les boites sont déjà prêtes.  

 

 Faire fondre la gélose de cette manipulation. 

 Couler x boites de pétri : (Voir l’enseignant) 

 Laisser refroidir 

 Sur un modèle à papier, faire 6 trous dont un central, avec l’aide de l’emporte pièce. 

 

2 Repérer (demander la fiche technique du produit) 

 

 L’anticorps dans le puit central   solution  8 

 Les 5 antigènes dans les puits périphériques 

 

    Témoin négatif  solution 4 

    Témoin positif  solution 3 

    Sérum Bovin   solution 5 

    Sérum lapin   solution 6 

    Sérum d’âne   solution 7 

 

 3 Déposer 15 µL. 

  La surface doit être plane et sans bulles 

 

 4 Laisser les boites de Pétri au dessus du frigo bio 

 

I.13 Analyse et interprétation des résultats 
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 La migration peut se faire sur 3 jours 

 L’observation peut se faire sur fond noir 

 Coloration du complexe immun formé 

  Recouvrir la gélose de colorant pendant 15 minutes  

  Vider le colorant 

  Rincer en recouvrant par la solution décolorante 

 
 

I.2 Dosage de l’albumine d’un sérum par la méthode de Mancini 

 

I. 21 – Les réactifs 

Une gélose à 2%  (0.64g) dans de l’eau distillée; à maintenir en surfusion. 

Tampon PBS pH 7.2. (PBS) 

Solution mère de sérumalbumine humaine à 1.80 mg/mL (SM) 

Sérum humain (SH) 

 

I.22 - Mode opératoire  

 

II.221 - Préparation de la gamme d’étalonnage et des essais 

- Etalons  

Préparer une solution mère de sérumalbumine humaine à 1,8 mg.mL-1 

(Voir l’enseignant) 

Préparer une gamme d’étalonnage de sérumalbumine humaine suivante dans des Eppendorfs  à 

partir de la solution mère à 1,8 mg.mL-1; Vf = 600 μL ; diluant PBS: 

 

 

Solution 1 2 3 4 

Cm en  mg/mL 0,6 0,9 1,2 1.8 

 

 
Préparation gamme d’étalonnage : 
Raisonnement pour la solution 1 :  
 
 

Solution  1 2 3 4 

Solution mère en μL     

Tampon PBS en μL     

Cm en  mg/mL 0,6 0,9 1,2 1.8 
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- Sérum  

La concentration massique en albumine du sérum humain est de 42 ± 7 mg/mL. 

 

Réaliser dans un Eppendorf (contenance maximale1,5 mL) la dilution nécessaire du sérum pour 

pouvoir la doser ( Avant de la déposer dans les puits) 

 

Voir enseignant pour donner le résultat  
 

 

I.222 - Préparation des boites. 

 

 

 

La préparation pour les boites de gélose contenant antisérumalbumine humaine. 

(Voir enseignant pour l’explication) 

 

Prendre la gélose préparée, présente dans le bain marie. 

 

Ajouter 400 µL d’anticorps à 2,6 mL de tampon PBS. 

 

Mélanger les anticorps dilué à la gélose précédemment préparée. Attention les anticorps 

craignent la chaleur. 

 

Distribuer 5 mL par petite boite de Pétri (environ 4 boites) 

 

Laisser refroidir 

 

A l’aide d’un emporte pièce, percer la gélose avec précaution selon le schéma donné ci-dessous. 

Repérer les puits en les notant de 1 à 6. 

 

Déposer 5 μL de chaque solution; les puits 5 et 6 sont réservés pour la solution à doser. 

 

Refermer la boite et incuber pendant 24 à 48 heures. 

 

I.223 Détermination des résultats. 

 

 Lire le paragraphe sur Mancini pour bien comprendre la technique d’analyse 

  

 Tracer la courbe d’étalonnage. 

 

 Déterminer la concentration d’albumine avec la courbe d’étalonnage. 
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II  IMMUNOÉLECTROPHORÈSE (technique de Grabar et Williams) 

 

2.1 - Principe 

Cette technique utilise 2 grands principes :  

1. Electrophorèse (sur gel d’agarose): cela permet de séparer les différentes protéines en 

fonction de leurs charges électriques.  

1. Immunodiffusion double : les Ac et Ag vont former des gradients de concentration 

propices à la précipitation.  

Les réseaux macromoléculaires de grande taille précipitent et deviennent visibles à l’oeil nu 

(formation d’arc de précipitation). Ces arcs de précipitation peuvent alors être comparer à un 

témoin normal connu. La comparaison de la solution à étudier au témoin permet d’identifier 

les protéines (méthode qualitative) et d’apprécier la quantité relative des ces protéines 

(méthode semi-quantitative). 

Cette technique est très utilisée pour dépister et identifier les anomalies du sérum :  

 recherche qualitative des Ig monoclonaux d’un sérum  

 recherche semi-quantitative des hypo et hyper gammoglobulinémies.  

Application à l’analyse des Ig sériques :  

 les Ag recherchés sont les Ig du sérum humain à tester (X1)  

 les Ac sont des Ig anti sérum humain normal polyspécifiques et monospécifiques  

 le témoin est un sérum humain normal connu (SHN)  
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2.2 - Résultat 

a) Electrophorèse : 

 

b) Immunodiffusion double + Immunoprécipitation : 
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c) Exemple : Résultat de l’immunoéléctrophorèse du sérum X1 

 

  

  

 

 

 

 



BTSA 1 Diagnostics biologiques Module M55 

 

Ph.A  biotechnologies.education page 9 

 

2.3 - Interprétation 

a) Interprétation des témoins : 

L’interprétation de l’immunoélectrophorèse se fait en comparant les arcs de l’échantillon 

aux arcs du SHN (témoin normal). Cette comparaison se fait sur 3 critères :  

1. déformation des arcs  

1. apparence de l’arc (longueur, épaisseur et densité)  

2. distance par rapport à la gouttière  

b) Interprétation des résultats : 

Nous pouvons noter les chaînes  et  sont nettement déformées au même niveau ce qui 

nous indique la présence d’immunoglobulines monoclonales Ig A  . L’arc de la chaîne  est 

plus dense et plus proche de la gouttière ce qui indique une grande concentration Ig A, 

confirmant la présence d’Ig A monoclonaux. 

Les chaînes  et  sont inversement affectées :  

 l’arc des chaînes  est plus courte et difficilement visible, ce qui nous indique que la 

concentration d’Ig M polyclonale a diminué.  

 l’arc des chaînes  est plus courte, ce qui nous indique que la concentration d’Ig G 

polyclonale a diminué.  

  

Nous pouvons donc conclure que le sérum X1 possède une forte concentration d’Ig A  

monoclonale; ce qui a provoqué une nette diminution polyclonale des autres 

immunoglobulines. 

  


