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INTRODUCTION
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A partir des premières découvertes en microbiologie, la vaccination

contre diverses maladies fut mise au point tout au long des 2 derniers

siècles écoulés: c'est un terme qui remonte à 1801 et défini comme "une

préparation d'origine microbienne destinée à l'immunisation contre les

maladies infectieuses" (Leclerc et al., 1991). Les succès les plus

spectaculaires furent les vaccinations anti-microbiennes: d'abord à

partir des bactéries tuées (typhoïde, diphtérie. choléra) ou atténuées

(B.C.G.), puis de leurs toxines (anatoxines diphtérique. tétanique.

coqueluche) qui représentent les premières sous-unités vaccinales.

L'effet bénéfique des vaccinations n'est plus à démontrer;

l'éradication de certaines maladies mondiales en est la preuve.

L'utilisation alors de ces vaccins reste une nécessité. Il y a cependant

encore une longue liste des maladies bactériennes (streptocoque A et B,

méningocoque B, lèpre, ... ). virale (herpès. rotavirus, HIV, HTLV.

arbovirose....) et parasitaires (paludisme. bilharziose, trypanosomose,

leishmaniose....) pour lesquelles des approches vaccinales ont été

engagées et dont l'aboutissement pourrait apporter une solution de

santé publique. Depuis ces dernières années les recherches ont été

centrées sur le clonage et l'expression des gènes codant pour des

déterminants antigèniques clés des divers agents pathogènes. Face à

cette nouvelle génération de vaccins (Ag faiblement immunogène). il est

nécessaire de développer de nouvelles stratégies vaccinales plus efficaces
(Allison et Gregoriadis, 1990; Bomford, 1989; Capron et al., 1994).

Les essais vaccinaux reposent sur des modèles animaux

essentiellement rongeurs: lapins, cobayes et particulièrement murins

(souris). Une étape fondamentale dans la mise au point d'un vaccin

passe également par l'utilisation de modèles phylogénétiquement plus

proches de l'homme. ce qui est le cas des primates non humains.

Dès 1978. les groupes de travail de l'OMS faisant le point sur

l'immunologie du paludisme préconisèrent la mise au point d'autres

stratégies vaccinales pour des essais expérimentaux chez les modèles

primates non humains (WHO/OMS, 1978; 1988). Ces modèles

primates gardent alors un rôle vital pour la sélection des antigènes
(Pattaroyo et al., 1988). des "carriers" (protéines porteuses). des
adjuvants de l'immunité (Collins, 1992).

C'est sur cette thématique que le laboratoire d'Immunobiologie et

Vaccinologie de l'Institut Pasteur de Dakar a initié un programme
d'utilisation du singe vert comme modèle vaccinal. Notre objectif est de
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participer à cette mise en place à travers une meilleure connaissance du

singe vert (Cercopithecus (aethiops) sabaeus) concernant sa réponse

immune face à un antigène de référence qui est l'anatoxine tétanique.

Nous avons procédé également à un premier essai avec des Ag des

formes sanguines de P.Jalciparum.
Avant de présenter nos résultats, un aperçu général sur les

primates, dont fait partie le singe vert, et sur quelques adjuvants fera

l'objet de la première partie.

Une deuxième partie sera consacrée à l'étude expérimentale de

deux modèles antigéniques utilisés: l'anatoxine tétanique dont

l'immunogénocité sera analysée par rapport aux épitopes T (effecteurs

cellulaires), et aux épitopes B (effecteurs humoraux). Seules les

réponses Ac seront analysées pour les antigènes parasitaires de P.

Jalciparum" .
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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE
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Les primates du fait de leur proximité phylogénique avec

l'homme ont été longtemps utilisés au laboratoire, devenant ainsi

un modèle expérimental de premier choix.

A travers une brève présentation systématique, nous

situerons les primates dans la recherche expérimentale. Ensuite,

nous exposerons les données écologiques et pathologiques du

singe vert. Enfin, nous allons dégager l'intérêt du singe vert

comme modèle expérimental en vaccinologie tout

particulièrement.

1. GENERALITES SUR LES PRIMATES

L'ordre des primates occupe une place particulièrement

importante dans la mesure où il inclut l'Homme et comporte plus

de deux cents espèces. En Français le terme "Primate" est quasi­

exclusif des primates animaux, les anglophones utilisent plutôt

"non human primate" (primate non humain) appellation souvent

employée en français.

D'habitats et de comportements alimentaires assez variés,

les primates sont susceptibles de transmettre à l'homme

plusieurs maladies. Inversement, certaines maladies humaines

peuvent être reproduites expérimentalement chez les singes.

Ainsi, sont-ils fréquemment utilisés comme animaux de

laboratoire.
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1.1. Systématique

Avec plus de 179 espèces (Depute, 1990) l'ordre des

primates est divisé en deux sous-ordres: celui des Proslmll ou

primates primitifs et celui des Athropoïdae regroupant les infra­

ordres des Platyrrhlnll ou singes du nouveau monde (Amérique

du nord et centrale) et des Catarrhlnll ou singes de l'ancien

monde (Mrtque et Asie ).

Les Platyrrhlnll se distinguent des Catarrhlnll par la base de

la forme de leurs narines dirigées latéralement et séparées par

une large cloison nasale alors qu'elles sont rapprochées et

dirigées vers le bas chez les autres. Une présentation de l'ordre

des primates est montrée dans le tableau 1 (p.7)



Tableau 1: Systématique des principales espèces primates (Demontoy-Bonsel,1986)

ORDRE DES
PRIMATES

Prosimiens Simiens

Asie Madagascar
Afrique

Asie
Platyrrhiniens

Afrique 1 Asie 1 Nouveau monde

Catarrhiniens

Ancien monde

-rufAIIDES
Tupayes 'f

LEMURIDES
Lémurs
Makis \

LORISIDES
Lorts
Potto

INDRDDES
Indrt

'f
DAUBENTONIIDES
Aye aye IJ

\1/

GALAGIDES
Galagos

\It

TARSIDES
Tarsiers \1/

,
PONGIDES
Chlmpanzés
GalIœ
Orangoutan

'f
HYLOBATIDES
Gibbons
SEInaIg

'f
HOMINDJES
Homme

""-J

\1/

CEBIDES
Capuctn
Sapajou
Salm1rt
Atèle

CERCOPl'IHEC1DES
MalIques
Baboulns
MangabèB
Cercopithèques
Colobes

'f
CALLITRICIDES

Ouistitis
Tamartns
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1.2. Place des primates dans la recherche scientifique.

L'intérêt porté par l'homme aux primates remonte à

l'antiquité. Les singes, êtres sacrés, créatures abominables,

ravisseurs de femmes, ou créatures divertissantes selon les cas,

ont été exploités à des fins alimentaires, médicales,

thérapeutiques etc. (Zigane, 1983). Mais l'utilisation

expérimentale de ces animaux demeure de loin la forme

d'exploitation la plus fréquente.

En raison d'abord de l'intérêt pour l'anatomie et les sciences

naturelles, ces créatures animales ont très vite fait l'objet d'une

utilisation expérimentale généralisée dans le monde médical. De

nos jours, les singes sont utilisés en anthropologie, en

pharmacologie, en cancérologie, en neurologie, en chirurgie, en

dentisterie, en immunologie fondamentale etc. Leur utilisation

marque souvent l'étape finale de l'extrapolation à l'homme des

études préliminaires sur des espèces non-simiennes, mais, dans

beaucoup de cas il n'existe pas d'alternatives à l'usage des

modèles singes.

Les primates les plus utilisés comme animaux de laboratoire

sont: les cébidés (Salmirl), les callithricidés (CaLllthrix, Sanguinus),

les cercopithécidés (Maccaca, Papio, Cercocebus, Cercoplthecus),

les pongidés (Demontoy-Bonsel, 1986).

Le choix des espèces fait l'objet de plusieurs considérations,

car tous les animaux d'expériences ne réagissent pas de façon

identique vis-à-vis du même agent étudié. Il se dégage la notion

d'espèce hôte plus adaptée (Vicaria Fabregas, 1965). D'après



Box et Cott (1992) le choix des primates dans la recherche

biomédicale est largement déterminé par des considérations

pratiques et économiques et rarement par des propensions

prescrites et quantifiées.

Par ailleurs, pour obtenir des résultats homogènes et précis,

tous les auteurs s'accordent à dire qu'il faut un animal qui ne

soit atteint au départ d'aucune infection; c'est pourquoi il est

nécessaire de contrôler l'origine et le statut sanitaire des

primates utilisés en laboratoire. Pour ces mêmes raisons, Vicaria

Fabregas (1960) renchérit qu'il convient d'établir des lignées

pures d'animaux immunologiquement neufs et en excellente

santé.

Sujette à plusieurs controverses, l'expérimentation animale,

en particulier l'utilisation des primates dans la recherche

biomédicale, fait l'objet de défenses et de protections de la part de

nombreux organismes. C'est ainsi que Ruesch (1991) cité par

Gogovor (1993) a démontré dans son œuvre titrée

"expérimentation animale: honte et échecs de la médecine"

l'inutilité de l'expérimentation animale.

On peut cependant noter des prises de position beaucoup

plus souples et certains auteurs affichent plus d'intérêt à

l'éthique et aux aspects réglementaires de l'expérimentation

animale.

Durant ces dernières années, l'utilisation des primates en

recherche biomédicale s'est fortement intensifié. Aussi suivant

les considérations économiques et la facilité d'obtention de ces

animaux, la tendance actuelle semble aller vers la valorisation
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des primates du milieu immédiat. C'est dans cet ordre d'idées

que le singe vert du Sénégal fait l'objet, depuis quelques années,

d'études expérimentales.

2 •.LE MODELE SINGE VERT

2.1. Description phénotypique

Animal dont le poids m<?yen à l'âge adulte est de 4,5 kg

environ pour la femelle et de 6 kg pour le mâle au Sénégal,

(Galat-Luong, com. pers.) le singe vert au sens propre est un

quadripède. Avec une taille d'une cinquantaine de centimètres

environ, il se distingue par un pelage chiné variant du jaune au

brun olivâtre, une absence de bande frontale blanche, des favoris

jaunâtres bien appliqués sur les joues, une face noire, un

dessous blanchâtre, les membres gris et une extrémité de la

queue jaune généralement plus flamboyante chez le mâle

(Pourrut, 1993). Le singe vert est un animal relativement peu

volumineux et facile à manipuler au laboratoire.

2.2. Répartition géographique

Les singes verts se rencontrent dans des milieux très divers,

allant de la savane arbustive à la forêt humide. Cette large

occupation spatiale de ces cercopithèques africains découle,

sans doute, de leurs caractéristiques morphologiques et de leur

grande capacité d'adaptation liée à un certain polymorphisme

(Galat, 1975; 1983) leur permettant d'exploiter toutes les

ressources de ces habitats.

Ces singes verts ont une répartition géographique située

dans les régions tropicales. Quatre espèces du groupe



Il

Cercopithecus œthiops sont distinguées (selon leur distrib.ution

géographique):

- Le Grivet: Cercopühecus œthiops en Ethiopie et au Soudan.

- Le Tantale: Cercopü/1ecus tantalus vivant en Afrique

centrale.

- Le Vervet: Cercopithecus pygerythrus occupant l'Afrique du·

Sud jusquià ia région méridionale de l'Ethiopie.

- Le CaIfitriche. ou singe vert au sens strict. Cercopithecus

sabaeus qui est très répançlu dans les savanes boisées d'Afrique

occidentale du Sénégal au Ghana (Figure 1 p.12).

2.3. Ecologie et éthologie

Nous voulons aborder dans ce sous-chapitre. d'une façon

brève quelques caractéristiques écologiques et éthologiques du

singe au Sénégal Cercopithecus (aethiops) sabaeus, que nous

utilisons pour nos expériences.

2.3.1. Ecologie

L'étude écologique sera axée sur l'habitat du singe vert et

son alimentation dans la nature.

2.3~1.1. Habitat

Le singe vert est un primate arboricole quadripède vivant

dans les milieux boisés. Au Sénégal, Cercopühecus sabaeus

habite les formations sahéliennes de la vallée du fleuve
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()

Figure 1: Répartition géographique des singes verts
(Osman-Hill, 1966)
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Cercopithecus sabaeus jeune
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Sénégal, en limite nord de son aire de répartition, soudano­

sahélienne de la région du Sénégal oriental ainsi que dans les

forêts soudano-guinéennes de la Casamance. Sa niche

écologique s'est élargie avec son adaptation à la mangrove (Galat,

1983). Cette association végétale halophile qui caractérise les

régions littorales de la zone tropicale lui fournit des ressources

alimentaires particulières. La grande diversité de l'habitat de ce

singe dépend aussi de son régime alimentaire.

2.3.1.2. Alimentation

Omnivore opportuniste, le singe vert consoIIime fruits,

graines, fleurs, feuilles, graminées; pousses, épines, écorces,

gomme d'accacia, œufs d'oiseau, oisillons, moineaux,

tourterelles, lézards, rats, passereaux, crabes, mais aussi des

invertébrés (Galat, 1976; 1977; 1978). L'exploitation du

domaine vital variant considérablement d'un jour à l'autre et

l'extrême fluctuation alimentaire conduisent à une organisation

en groupes de taille différente.

2.3.2. Ethologie

L'organisation sociale montre en général, au Sénégal, les

bandes multimâles, multifemelles. L'effectif des groupes sociaux

varie entre quatre et plus de cent cinquante individus selon les

auteurs et les régions (Galat, 1983). Ceci s'explique par le fait

que, lorsque le milieu est riche, les animaux se mettent en petits

groupes sous la direction d'un mâle dominant; et lorsque le

milieu est pauvre, de très grandes bandes se partagent les

ressources sans compétition.
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Le répertoire comportemental du singe vert se matérialise

par les vocalisations d'alarme pour signaler la présence des

prédateurs, les règlements des conflits par le mâle dominant et

des relations privilégiées maintenues par des fréquents

épouillages mutuels.

Par ailleurs sur les plans physiologique, biologique et

pathologique le singe vert reste un animal peu connu.

2.4. Données biologiques et pathologiques sur le singe

vert

Avant la description du SIV agm SAB par Allan et al. en

1990 chez le Cercoplthecus sabaeus, on savait déjà que les singes

verts hébergeaient SIV mais de façon aSYmptomatique. D'une

manière concomitante ou non on retrouve chez ce singe vert le

virus STLV avec une prévalence mesurée de 40%. au Sénégal

(Diop, 1992).

Hormis ces infections dues à des rétrovirus, aucune enquête

épidémiologique n'a été réalisée sur ces animaux (Gogovor,

1993).

Par ailleurs, depuis 1992, Diop (1992,1993) a initié, entre

autres investigations, l'établissement des constantes sanguines

et sériques de ces animaux. Cette étude se poursuit mais n'a pas

encore fait l'objet d'une publication.

Au total, le singe vert du Sénégal offre un terrain vierge sur

les plans biologiques et pathologiques.
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3. LE SINGE VERT DANS LA RECHERCHE EXPERIMENTALE

Depuis quelques années les singes v~rts sont utilisés dans

la recherche expérimentale. Cependant, la grande partie de ces

études ne sont faites que sur le vervet (Cercoplthecus œthlops); le

calitriche (Cercopithecus sabaeus) étant beaucoup plus

particulièrement étudié sur le plan comportemental.

3.1. Etude comportementale

Le singe vert Cercoplthecus (aethlops) sabaeus est plus connu

dans le cadre de ses aspects comportementaux. En effet les

domaines abordés sont: la vie so'cio-écologique, le régime

alimentaire et l'habitat, largement développés par Galat (1975;

1983), Galat et Galat-Luong (1976; 1977; 1978). Ces aspects

étudiés dans le milieu naturel des animaux ont été comparés à

ceux observés sur ces animaux en captivité par Gogovor (1993),

surtout en ce qui concerne les activités sociales, le temp~

d'alimentation et le temps de repos.

Dans la littérature c'est un animal qui est très peu

documenté sur le plan de la pathologie.

3.2. Etude pathologique

Le srvagm a été isolé chez le vervet, le grivet et le sabaeus

qui apparaissent comme des porteurs naturels de ce virus. Ces

singes, malgré une prévalence de plus de 50% d'animaux infectés

dans leur milieu naturel (Muller et aL 1993) demeurent

apparemment asymptomatiques sur le plan des manifestations

cliniques d'après plusieurs auteurs cités par Muller (1995). Ce

caractère non pathogène a été surtout décrit pour les singes
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verts d'espèce vervet. En ce qui concerne le callitriche· (C.

sabaeus) les études de Gogovor (1993) remettaient en question

ce caractère non pathogène du SIVagm chez ce singe vert. Mais

les investlcations faites par Diop (corn. pers.) dans ce sens ont montré

que les mortalités observées chez ces animaux en captivité à l'IPD

étaient dues à une avitaminose B. Selon Gogovor la très grande

.prévalence de l'infection dans la population adulte de Cercopithecus

sabaeus du Saloum (21 % chez les immatures à 80% et plus chez les

adultes) (Diop. 1992) s'expliquerait par deux voies possibles de

transmlssion: la voie hétérosexuelle et la morsure. Par ailleurs.

l'infection par SIV se traduirait également par une modification

de certains paramètres biologiques (augmentation de la

concentration de protéines sanguines) (Galat et al., 1996).

Outre ces études effectuées sur le singe vert du Sénégal

dans le cadre de son infection par le virus SIV. la littérature ne

semble pas faire état d'autres investigations inhérentes à sa

pathogénicité propre.

3.3. Etudes vaccinales

Nous évoquerons dans ce sous chapitre l'utilisation faite du

singe vert dans le domaine vaccinal. En effet, la littérature

n'évoque aucun usage du singe vert C. sabaeus comme modèle

vaccinal. Seules des inoculations du virus SIV ont été essayées

dans le cadre de l'étude du statut immunitaire du singe vert SIV+

(Gogovor, 1993). Par ailleurs une inoculation per os d'une

souche virale HTLVI à un Cercopithèque a été envisagée pour.

rechercher un modèle simien pour la mise au point d'un vaccin

HTLVI (Rapport IPD 1992). Quelques essais de vaccins ont été
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effectués sur le Certhopithecus aethlops comme l'utilisation de

vaccin recombinant gp120 DNA du virus HWI pour montrer son

effet sur l'induction de la prolifération des lymphocytes T helper

et les T cytotoxiques (Sliver et al., 1995).

D'une manière générale, pour conférer une immunité active

à un organisme, outre l'utilisation des anatoxines, les vaccins à

germes atténués, les vaccins à germes tués et plus récemment

les vaccins recombinants, sont largement utilisés. Cependant, en

dehors des vaccins vivants atténués, les autres préparations ont

le plus souvent besoin d'un adjuvant pour accroître leur

efficacité immunogène.

Compte tenu de la diversité des effets et de la composition

des adjuvants, de nombreuses possibilités d'amplification de la

réponse immune n'appartiennent pas à un type physico­

chimique particulier. C'est pourquoi nous adopterons la

classification de Woodard (1990), pour énumérer les principaux

adjuvants d'immunité. Selon leurs propriétés chimiques, nous

allons en décrire quelques caractéristiques.

4. ADJUVANTS DE L'IMMUNITE

4.1. Définition

Un adjuvant est une substance augmentant la réponse

immune spécifique à un Ag. On peut différencier l'adjuvant lui

même (la substance active directement sur la réponse immune)

du "véhicule" ou liquide contenant la substance adjuvante

(Allisson et Byars, 1986). La définition générale est suffisante,

elle implique cependant plusieurs catégories d'effets.
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4.2. Mode d'action d'un adjuvant

Les mécanismes généraux suivants se retrouvent dans les

divers types d'adjuvants:

• La rétention de l'antigène au site d'injection:

L'antigène inclus dans un adjuvant (du type gel minéral ou

émulsion) resterait localement de manière prolongée induisant

une immunisation secondaire.

• Recrutement cellulaire:

De nombreux adjuvants ont une action pro-inflammatoire.

parfois granulomateuse. attirant les cellules lymphocytaires et

monocytaires avec pour conséquence un affiux de cellules

capables de "présenter" l'antigène (APe).

• La présentation de l'antigène:

Les antigènes inclus dans un adjuvant de type gel minéral.

adjuvant huileux ou dans des liposomes sont plus efficacement

présentés au niveau des APC.

• L'activation du complément

La voie complémentaire est actlvée par certains adjuvants

(alumine. polymères synthétiques) avec attraction et activation

des monocytes pour leurs capacités phagocytaires.

• Activation des cellules de l'immunité:

La plupart des adjuvants induisent la sécrétion d'IL-1 (une

cytokine pro-inflammatoire) par des macrophages de culture.
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Certains composés peuvent interagir directement avec· les

cellules de l'immunité comme la saponine à faible concentration

qui a une action sur les membranes cellulaires (Domford, 1980).

4.3. Les principaux adjuvants

4.3.1. Les adjuvants particulaires

4.3.1.1. Les gels minéraux

Le composé essentiellement utilisé est l'hydroxyde d'alumine

Al(OH)3, obtenu soit par précipitation extemporanée avec

l'antigène soit par mélange de l'Ag avec des solutions

commerciales prêtes à l'emploi. Ces dernières ont l'avantage de

présenter une taille des particules précipitées homogènes et

reproductibles dans un même lot [les autres gels utilisés sont

KAl(S04)2- AIP04 ou Ca3(P04)2). C'est sur ces composés que l'on

a le plus de recul depuis leur découverte (Glenny et al., 1926).

Seul l'alumine est l'adjuvant autorisé à large échelle chez

l'homme.

4.3.1.2. Les émulsions eau/huile

Il en existe divers constituants: huiles végétales ou

synthétiques (sgUALANE, PAO) stabilisées par des émulsifiants

(Tween 80). Ces émulsions sont généralement utilisées dans les

vaccins vétérinaires, le plus connu étant l'adjuvant incomplet de

Freund (AIF) (Freund et Donato, 1944), composé d'une huile

minérale et de mannide mono-oléate comme émulsifiant (Arlacel

A). Ces émulsions retiennent l'Ag au site d'injection et permettent

sa diffusion dans l'organisme sous forme concentrée et "protégée"

à l'intérieur de la phase hydrophile ou à l'interface des deux
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phases liquides. Elles ont aussi un effet sur la migration

cellulaire.

4.3.1.3. Les émulsions huile/eau

Ce sont les huiles minérales, végétales ou de la paraffine

stabilisées par des émulsifiants comme Arlacel A ou le Tween 80.

Ces adjuvants sont constitués de microgouttes lipidiques

dispersées dans une phase aqueuse contenant l'Ag et stabilisées

par un émulsifiant biocompatible (Tween 80). L'antigène est

concentré à l'interface des microgouttelettes et présenté aux APC

par sa partie hydrophile. Leur mode d'action est analogue aux

précédents adjuvants; leur intérêt réside dans l'association

possible avec d'autres constituants non particulaires.

4.3.1.4. La saponine

La saponine correspond à un groupe de glycosides

tensioactifs naturels végétaux composés d'une partie hydrophile

et d'une partie hydrophobe. Sa propriété adjuvante a été montrée

par Ramon en 1926; c'est un composé hétérogène dont les divers

constituants peuvent montrer une activité variable

d'adjuvanticité (Kensil et al, 1991). La saponine classiquement

employée provient de QuiLlaia saponaria moLina (arbre d'Amérique

du Sud) et son mécanisme d'action n'est pas connu. Un dérivé

purifié nommé QS21 avec une activité adjuvante

particulièrement efficace (induction de CTL) et une toxicité

réduite, a fait l'objet d'une commercialisation (Stlmulon®).

4.3.1.5. Les vésicules biodégradables

fi s'agit des liposomes et les sphères biodégradables:



22

• Les liposomes ou vésicules lipidiques multilamellaires

artificielles sont fabriqués par hydratation d'un film

phospholipidique (Kirby et Gregoriadis, 1984). Les

phospholipides en solution aqueuse forment des vésicules closes

et stables, dont les parois peuvent être formées de plusieurs

couches de manière analogue aux membranes cellulaires. Un

antigène (avec éventuellement d'autres cofacteurs) dissous dans

la solution aqueuse peut s'y inclure lors de la formation des

vésicules (Siddiqui et al., 1978).

• La micro encapsulation correspond à la fabrication de

particules solides (de 10 nm à 100 ,um) avec divers composants

(polylactide/polyglycolide, composants entrant dans la

fabrication des sutures chirurgicales biodégradables), et

contenant un antigène. Cette technique est un progrès car il est
J

possible de catalyser le relargage progressif de l'Ag en fonction de

la composition des polymères (le DL-Lactide accélère la

dégradation du Glycolide) et de la taille des particules, ce qui

permet une seule injection immunisante (Lussow et al., 1990;

Morris et al., 1994). L'immunisation par ce procédé a été

proposée pour la voie orale (Eldridge et al., 1991).

Le mode d'action principal des liposomes et des microsphères

est lié à leur phagocytose efficace par les macrophages ou

"Immuno targetting" et la dégradation progressive du support

relarguant ainsi l'Ag.
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4.3.2. Les adjuvants non particulaires

ils sont très nombreux et agissent généralement par

modulation de la réponse immune. Ce sont des substances

peptidiques, lipidiques ou polysaccharidiques.

• Le muramyl dipeptide et analogue (MDP}: principe actif des

mycobactéries détoxifiées..

• Le Tripalmitoyl-S-glycerylcysteinyl seryl serine (P 3CSS): le

lipopeptide P3CSS est un dérivé synthétique représentant la

séquence N-term1nale immunologiquement active de la

lipoprotéine de Eschenchla coli. il est conjugué directement à

l'immunogène.

• Les dérivés lipopolysaccharidiques (LPS) endotoxines des

bactéries Gram négatives, le dérivé détoxifié le plus utilisé est le

monophosphoryllipide A (MPL).

• Les Cytokines en particulier l'IL-I pour son effet pro­

inflammatoire, co-activateur des cellules T, il favorise la

prolifération des IYmphocites T et B. L'IL-2 fait proliférer les

lYmphocytes T, elle a un rôle activateur des CTL et NK. L'IFNy est

produit après activation des cellules Thl. Ce dernier augmente la

synthèse d'ILl par les monocytes et accroît l'expression des

molécules du CMH classe II pour une présentation plus efficace

de l'Ag aux cellules immunocompétentes.

4.3.3. Les combinaisons d'adjuvants

L'association adjuvante la plus ancienne et la plus connue

est l'adjuvant complet de Freund (ACF) combinant une émulsion
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eau dans l'huile (AIF) et des mycobactéries entières tuées

(Freund et Mc Dermott, 194,2). C'est un standard d'efficacité

pour stimuler l'immunité, mais aussi un standard de toxicité

locosytéIilique (pYrogénicité, inflammation locale ulcéro­

nécrotique, inflammation générale), qui en proscrit toute

application chez l'homme.

Un progrès significatif, basé sur le modèle ACF a été

l'association des dérivés bactériens détoxifiés MPL/MDP à des

émulsions de dérivés atoxiques et de tensio-actifs synthétiques

métabolisables. Ainsi il existe trois dérivés importants dont

certains sont commerciaux: le MF59, le Syntex® et le Ribi

Adjuvant: ce sont généralement des émulsions de squalane

stabilisées par du Tween 80 incorporant un activateur (MPL,

MDP).

4.3.4. Les stratégies récentes

La production d'Ag par un vecteur vivant atténué chez

l'individu vacciné a été proposée: ces vecteurs sont des poxvirus,

dont le virus de la vaccine et des poxvirus aviaires non

réplicatifs, en particulier pour l'expression des protéines de HIV-l

(Graham et al., 1993; Radaelli et Morghen, 1994), des

adénovirus et des poliovirus. Parmi les vecteurs bactériens, le

B.C.G. et les salmonelles (S. typhimurium) ont été envisagés.

Les vaccins à ADN sous forme de plasmide le plus souvent

(codant pour la protéine vaccinale à partir des composants

cellulaires de l'hôte) (Robinson et aL, 1993; Davis et aL, 1993;

Whalen, 1996), se fait par voie intramusculaire.
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DEUXIEME PARTIE:

ETUDE EXPERIMENTALE
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1. MATERIEL ET METHODES

1.1. Matériel

1.1.1. Les animaux

1.1.1.1. Nombre et ~rigine

Dans le cadre de ce travail, nous avons utilisé les animaux

de l'animalerie de l'Institut Pasteur de Dakar (IPD). Onze singes

sont entrés dans le protocole. Trois ont servi à l'expérimentation

des candidats vaccins anti-P. falciparum, ils sont tous positifs au

syndrome d'immunodéficience simien (SIV+). Les huit autres (4

SIV- et 4 SIV+) ont été vaccinés avec l'anatoxine tétanique (TT).

Ces singes, juvéniles, jeunes, subadultes et adultes pesant en

moyenne de 1 à 4,5 kg (Tableau II p.27), sont issus de captures

dans la nature. ils proviennent de la région de Sine Saloum

(Ouest du Sénégal), caractérisée par un climat soudano-sahélien.

Parmi ces animaux, neuf vivaient en captivité depuis 1 à 7

ans et quatre, récemment arrivés, ont été mis en quarantaine un

mois au moins avant le début des essais vaccinaux.

1.1.1.2. Maintenance et alimentation.

Les cages individuelles de l'animalerie sont installées dans

un enclos fermé au sein même de l'IPD et servent de lieu réservé

pour la maintenance des animaux. Chaque cage présente des

barreaux métalliques sur les deux faces et contient une caisse en

bois à moitié close (niche) servant d'endroit de repos et de

sommeil. il faut signaler l'absence de suivi médico-vétérinaire

systématique. Toutefois, l'animalerie est nettoyée
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Tableau II: Caractéristiques du matériel animal utilisé.

N°singe Sexe Age Sérologie SN Poids{Kg)

89032
F A + 3,57

92010
F A + 3,56

93035 *F A +

96002 M A + 3,09

96014 F SA 2-

97005
M E/J - 1,70

97007 M A - 2,51

97009 M E - 1,52

92014 F A + 3,40

96002
M A + 3

96003
F A + 4,5

A: adulte, SA: subadulte, E/J: enfant/juvénile, E: enfant. F: femelle, M: mâle
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quotidiennement, ce qui permet de dégager les fèces et les restes

de nourriture. Une désinfection est faite après chaque nettoyage.

L'accès à l'animalerie étant interdit et un enclos grillagé situé à

un mètre des cages sur le périmètre de l'animalerie isole les

singes du public et évite l'incursion des rats et autres animaux.

Les animaux sont nourris d'une ration composée de riz, de

manioc, de patates douces, de carottes, de légumes et de

protéines animales sous forme de viandes et d' œufs; le mélange

est cuit avant la distribution qui se fait généralement en fin de

matinée. Des arachides et des fruits sont donnés en complément.

Les jours de manipulation les animaux reçoivent leur ration

après les prélèvements et l'injection des produits vaccinaux.

1.1.2. Les composants vaccinaux

1.1.2.1. Les antigènes

Deux types ont été utilisés: l'anatoxine tétanique (TT) et les

antigènes du Plasmodiumfalciparum.

1.1.2.1.1. L'anatoxine tétanique

La toxine tétanique (tétanospasmine) est une protéine de 150

kDa, produite par Clostridium tetani, ayant une activité

neurotoxique dont le mécanisme d'action exact n'est pas

totalement connu. Cette toxine, après sa libération par la lyse

cellulaire, est clivée par une endoprotéase en deux fragments C

(50 kDa) et B (100 kDa). La fabrication de l'anatoxine tétanique,

destinée à la composition des vaccins à usage humain (souche de

C. tetani de référence, méthodes de culture, inactivation de la
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toxine, purification et contrôle pharmacologique), obéit à· des

règles strictes. L'activité antitoxine est mesurée en Lf

correspondant à une réaction de floculation en présence d'un

sérum standard antitoxine (OMS) de 1 UI. Cet antigène a été

choisi comme modèle pour les études vaccinales car il est bien

connu et très utilisé comme antigène de référence dans la mise

au point de nouvelles stratégtes vaccinales (Xuamano et al.,

1993).

1.2.1.2. Les antigènes dérivés de Plasmodium

faleïparum (p. faleiparum)

Un mélange de trois antigènes recombinants a été utilisé

PfEB200, Pfi72 et R23 ainsi que des mérozoïtes.

La molécule recombinante PfEB200 contient une séquence

de 135 acides aminés de l'antigène Pf332. C'est une protéine qui

se trouve dans le cytoplasme des globules rouges parasités dans

la phase tardive de développement du parasite, cette protéine est

transportée vers la membrane de l'érythrocyte dans des

structures vésiculaires (Mattéi et Seherf, 1992).

L'antigène Pfl72 correspond à un polypeptide de 153 acides

aminés appartenant à la partie C-terminale de la hsp Pf72 de P.

Jalclparum présentant le moins d'homologies avec son équivalent

humain. La protéine 72 est cytoplasmique (concentrée autour du

noyau), synthétisée aux stades hépatiques et sanguins. C'est la

protéine recombinante tandem Pfl72-EB200, construite par PCR

à partir des clones originels et d'amorces spécifiques, qui a servi

aux immunisations comme chez le Saimiri (Perraut et al., 1995).



30

L'antigène recombinant R23 est formé de Il répétitions d'un

motif de 6 acides aminés, elle correspond à une partie d'un Ag

nommé R45 (80 répétitions). La localisation exacte du produit du

gène R45 n'est pas encore déterminée, il correspondrait à une

protéine de 160kDa détectable au stade de jeune trophozoïte

(Bonnefoy et al., 1992).

Ces protéines ont été exprimées dans un vecteur

d'expression couplées à la glutathion-S-transférase (GST)

permettant de les purifier par chromatographie d'affinité (Smith

& Johnson, 1988)

Ces candidats vaccins ont été sélectionnés initialement suite

à des analyses immunochimiques de fractions parasitaires

démontrées comme ayant des capacités protectrices chez le singe

Saïmiri (Dubois et al., 1984), leur sélection a été ensuite faite sur

la base de leur pouvoir inhibiteur de la phagocytose immune in

vitro (Gysin et al., 1993) et ils ont montré leur pouvoir

protecteur dans l'infection expérimentale chez le Saimiri (Perraut,

1995; Perraut et al., 1997).

1.1.2.2. Les adjuvants utilisés

1.1.2.2.1. Composition

L'alumine: Alu-Gel..S (ref. 12261, lot 00490), adjuvant de

référence a été obtenue chez Serva (Heidelberg) et conservée à

4°C.

La PAO (polyalphaoléfine) fait partie des adjuvants

expérimentaux non commercialisés, fabriqués par Behrin~erke

AG (Marburg); ils ont été décrits et préalablement utilisés chez
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diverses espèces animales dont des primates du nouveau monde

(Enders et al., 1990). Des utilisations ultérieures ont également

été rapportées lors d'essais vaccinaux faits chez des primates

(Niedrlg et al., 1993; Knapp et al., 1992).

Les émulsions ou suspensions obtenues après passage sur

. vortex sont stables et homogènes (contrairement à l'alumine).

1.1.2.2.2. Mode d'action

Le mode d'action de l'alumine avec son effet pro­

inflammatoire a été décrit précédemment. La PAO, donnant des

émulsions stables type huile dans l'eau, concentre l'antigène à

l'interface entre la phase hydrophile et la phase hydrophobe

permettant ainsi sa présentation aux cellules effectrices.

1.1.2.3. Matériel utilisé pour l'analyse de la

réponse immunitaire

C'est le matériel habituellement utilisé pour le test ELISA et

ceux employés dans les tests de transformation lymphoblastique

et l'immunofluorescence indirecte (voir annexes).

1.2. Méthodologie

1.2.1. Doses d'immunogènes

Anatoxine Tétanique: toutes les immunisations ont été faites

avec un lot d'anatoxine tétanique (fournie par Behringwerke AG,

Marburg) ayant déjà servi pour les immunisations du modèle

Saïmiri, la dose immunisante à chaque injection a été de 15 Lf (la

dose humaine va de 5 à 30 Lf1. Une anatoxine tétanique d'une
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autre source (Pasteur Mérieux, Paris) a été utilisée pour- les

titrations des réponses Ac spécifiques.

Antigènes de P. falciparum: les extraits de mérozoïtes ont été

injectés à. la dose de 200,ug de protéines parasitaires; les Ag

re~ombinants ont été injectés à la dose de 100,ug pour l'Ag Pfi72­

EB200 mél~gé avec 100,ug de l'Ag R23. Tous ces Ag ont été

dilués dans de l'eau physiologique pour préparation injectable

avant mélange avec l'adjuvant.

1.2.2. Immunisation des animaux et prélèvements

1.2.2.1. Présélection des anjmaux

Les singes ont été présélectionnés au départ en fonction d'un

bruit de fond Ac spécifique par rapport à l'antigène envisagé

comme modèle. D'une manière générale, un tel criblage révélait

une très faible positivité en Ac préexistants aussi bien pour le TI

que pour l'antigène P. falciparum tant somatiques que

recombinants. Seul un singe SIV+ (93035) présentait un léger

bruit de fond TI à JO (premier jour) (0.0.# 0,2). Un autre singe

(92010) avait déjà été immunisé activement par l'Ag TI; son bruit

de fond à JO était cependant nul. Ils ont été néanmoins utilisés

compte tenu du choix restreint d'animaux en captivité.

1.2.2.2. Immunisation des animaux et

prélèvements de sang

La modélisation vaccinale utilisant l'Ag TI a été faite de

manière strictement analogue à celle pratiquée sur le singe

Saimiri (Perraut 1993; 1994) à savoir trois immunisations à JO,

J21 (21ème jour) et JB4 (B4ème jour). Pour les Ag de P.falciparum,
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3 immunisations ont été faites à JO, J21 et J60.. Les

immunisations ont été faites par la voie sous-cutanée en dix

points sur le dos de l'animal. Les prélèvements ont été effectués

selon le protocole décrit dans leTableau ID (p.34).

Lors des prises de sang les singes sont anesthésiés par une

injection intramusculaire de kétamine (Imalgène® 1000 ND). Une

dose de 0,3 à 0,5 ml par animal (selon l~ poids de l'animal) induit

un effet anesthésique d'une vingtaine de minutes en moyenne.

Une quantité de sang (de 5 ml à 10 ml) a été généralement

prélevée à la seringue au niveau de la veine fémorale puis

transférée dans un tube-EDTA. Un mnHHtre de ce sang est

envoyé pour la numération- formule sanguine, le reste est

centrifugé et le plasma récolté; le culot sert à la séparation des

PBMC sur gradient de densité. Pour les tests de CML les

prélèvements peuvent être faits sur tube hépariné .
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Tableau III
a/ PROTOCOLE ANATOXINE TETANIQUE

GROUPE 1 TI+ 50% Al
96014--97005

GROUPE 2 TI+ 10% PAO
97007---97009

GROUPE 3
SIV+
GROUPE 4

TI+ 50% Al
89032--92010
TI+ 10% PAO
93035--96002

Ag= 15 LfTI
AdJuvants= ALU-GEL et PAO

immunisation JOURS DATE PRELEVEMENT

sérum/ plasma/ prolif

14 18/3/97 sérum

Ag

Ag

56 29/4/97

70 13/5/97

94

sérum

plasma/TIL

sérum

plasma/TIL

sérum

sérum

105 17/6/97 sérum

b / PROTOCOLE Paludisme

SINGE 1 R23+i72-EB200+ 50% Al

SINGE 2 R23+i72-EB200+ 10% PAO

SINGE 3 mérozoite/PAO 10%

92014

96002

96003

Ag= R23+Pfi72-EB200 et mérozoite/PAO
AdJuvants= ALU-GEL et PAO

immunisation JOURS DATE PRELEVEMENT

Ag :\::j\jt::::::\:::::t"g:::::::ttt\\\j\::j: 2/12/96 plasma/cell
tube hépartné

Ag

sérum

sérum

67

75

7/2/97

15/2/97

sérum

sérum
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1.2.2.3. Suivi des animaux en expérimentation

(Numération-formule sanguine/ poids)

Au cours des essais vaccinaux les animaux sont soumis à

une surveillance clinique et biologique. Sur le plan clinique nous

relevons à chaque Séance de prélèvement les poids des animaux

(Tableau IV p.36) et nous recherchons par palpation aux points

d'injection la présen'ce de nodules indurés, signe d'inflammation

locale.

Par ailleurs, la numération-formule sanguine permet un

suivi biologique. Les constantes obtenues ont été comparées aux

normes humaines.

Globalement la santé apparente des animaux a été très

satisfaisante, les poids ont peu varié (fig. 2 p.36) durant toute

l'expérimentation. Mais nous pouvons remarquer que les singes

97005, 97007 et surtout le 97009 sont des animaux en

croissance et auraient dû normalement présenter une

augmentation de poids au fil du temps. La perte de poids du singe

92010 serait due probablement à une infecti<;>n passagère.

1.2.3. Étude de la réponse immunitaire

1.2.3.1. Réponse humorale

Dans cette étude nous avons utilisé deux techniques, le test

ELISA et l'immunofluorescence indirecte (IFI).
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Tableau IV : Suivi du poids des animaux en kg

96014 9,7005· 97007 97009 89032· :920'1;0' 93035 96002

JO 2 1,7 2,51 1,52 3,57 3,55 3;08

J14. 2,09 2,t 2,59: 1,6 3,57 3~ . 3,06

J21 2,07 2',12 2,58 1,61 3,65 3,55 3,1

J35 2,02. 2,05 2,52 1,52 3,52 3,51 4,51 3,02

J56 2,1 2,25 2,65 1,5 3,55 3,45 4.45 3,1

J70 2,02 2,33. 2,85 1,5 3,55 2~9 4~45 3,15

J84 2,1 2,45 3 1,48 3,52 3,4 4,45 3,15

J94 2,05 2,3 3,1 1,4 3,45 3,55 4,35 3,15

JI05 7,1 2,5 3,15 1,25 3,4 3,5 4,3 3,25

Figure 2: Courbes des poids en fonction des jours

SIV-
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1.2.3.1.1. Test ELISA

Principe: Lorsqu'un Ag est absorbé sur les parois d'un

support solide (plaques d'hémagglutination en polystyrène),

l'addition du sérum entraîne une fixation d'anticorps spécifiques

éventuellement présents sur les Ag correspondants. L'addition

d'~unog~obulines(lg) hétérologues, conjuguées à une enzyme,

permet la transformation d'un substrat chromogène en produit

coloré dont l'intensité mesurée en densité optique est

proportionnelle à la quantité d'anticorps. Dans notre étude nous

avons recherché particulièrement les immunoglobulines de type

IgG. L'anatoxine tétanique a été coatée à 10,ug/ml dans du PBS à

pH 7,4. La méthodologie est celle utilisée habituellement.

1.2.3.1.2. Immunotluorescence indirecte

Les lames recouvertes de dépôts parasitaires (issus de

parasites de culture) et stockées à -20°C sont laissées à la

température ambiante pendant 15 minutes puis fIXées dans

l'acétone froid pendant 10 minutes. Après un séchage, 25 ,ul de

sérum dilué est déposé sur chaque spot et les lames sont

incubées pendant 30 mn en chambre humide à 37°C.

L'incubation est suivie par des lavages et un séchage puis un

dépôt de 25,ul d'anticorps anti-IgG humaines marqués à la

fluorescéine, contre-coloré avec du bleu Evans. Une seconde

incubation de 30 mn est effectuée, à laquelle fait suite un dernier

lavage et un séchage. Enfin les lames sont observées au

microscope à fluorescence à l'objectif x40 en immersion.
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1.2.3.1.3. Tests statistiques

Le test de Wilcoxon (non paramétrique) a été utilisé pour

comparer entre elles les séries de D.O. correspondant à chaque

titration d'un sérum. Un programme informatique permettant

d'utiliser·ce test pout une analyse simultanée. de nombreuses

séries de variables, écrit en langage Basic Microsoft® (Perraut"

1995) a été utilisé. Dans notre analyse, les D.O. des J35, J84 et

J94 ont été comparées entre elles.

1.2.3.2. Réponse cellulaire : test de

transformation lymphoblastique (TTL)

Quand les lymphocytes périphériques d'un sujet sensibilisé

sont cultivés en présence de l'antigène spécifique ils peuvent être

amenés à proliférer: c'est la transformation lymphoblastique. Ce

phénomène peut être reproduit avec des mitogènes polyclonaux

(contrôle positif) entre autres la phytohémaglutinine (PHA), des

lipopolysaccharides (LPS), la Concanavaline A (ConA), le

pokeweed mitogen (PwM).

L'anatoxine tétanique (Ag) a été utilisée aux concentrations

differentes (0,2.ug, 2.ug et 10.ug/ml: quantité finale) et les

incubations durent 7 jours. Ces tests ont été réalisés le premier

jour, le 70ème et le 84ème jour. Le protocole est brièvement ainsi

décrit. Après concentration des PBMC sur gradient de Ficoll®, les

cellules sont reprises dans du RPMI-SVF 2% et distribuées en

triplicats de 200.u1 dans des cupules (plaques Costar® à 96 puits)

à raison de 106 cellules/ml. Les plaques sont incubées à 37°C en

atmosphère humide en présence de C02 (5%); le 6ème jour, le

surnageant est récupéré puis la thymine tritiée est ajoutée. Le
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7ème jour, les plaques sont congelées en vue d'une lecture

ultérieure, ou bien elles sont traitées le jour même. Les cellules

sont lysées et récoltées sur des filtres en laine de verre et placées

dans un compteur-fi qui mesure la radioactivité incorporée en

coups par minute (cpm).

2. RESULTATS

2.1. Exploration du polymorphisme du CMH classe D

Nous avons effectué une exploration préliminaire pour

détecter un polymorphisme des Ag du complexe majeur

d'histocompatibilité (CMH) classe II par la méthode de culture

mixte lymphocytaire (CML) de manière analogue au travail

précédemment publié dans le cadre du modèle Saimiri (Garraud &

al., 1990; Garraud, 1993).

Nous avons mis en œuvre deux techniques:

a) d'une part une CML en traitant la cellule cible allogénique par

de l'Actinomycine D. On constate dans ces expériences une

incorporation de thymidine tritiée inférieure à celle des témoins

cellules seuls, y compris dans le cas d'une coculture avec des

PBMC humains. On peut interpréter ce résultat par le fait que

l'antimitotique a diffusé dans le milieu de culture inhibant toute

prolifération. Cette constatation a été faite lors de deux

expériences distinctes.
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b) d'autre part une technique de CML sans addition

d'antimitotiques, nous y avons incorporé 2 témoins PBMC

humains différents. Les résultats sont présentés sur le tableau V.

Tableau V: Résultats des CML obtenues avec les PBMC de divers
animaux.

No cellules 89032 93035 96002 92010 96014 97005 97007 97009 H2

89032 244 14"38 974 1277 1176 1306

Index-P 5,9 4,0 5,2 4,8 5,4

96014 400 2072 2364 1932 1774

Index-P 5,2 5,9 4,8 4,4

97005 262 327 561

Index-P 1,2 2,1

97007 220 267

Index-P 1,2

97009 277 1760

Index-P 6,4

Homme 1 146 629 745 1898 2910 1332 645 822 909 957

Index-P 4,3 5,1 13,0 19,9 9,1 4,4 5,6 6,2 6,6

Le témoin positif a été les PBMC de 2 hommes différents. Les cpm obtenus

sont notés pour chaque co-culture, les index de proliférations sont indiqués

en dessous

Index-P = index de prolifération

Avec un témoin positif humain de 6,6 d'index de prolifération

et un index de prqllfération moyen de 8,5 pour les co-cultures

entre les PBMC de Homme-l et les PBMC du singe, on peut en

déduire qu'il existe un polymorphisme du CMH classe II chez le

singe vert qui semble pouvoir se traduire par des CML positives

avec des index supérieurs à 4. Dans cette étude, nous ne notons

pas de différences significatives entre les animaux SN+ (89032,

93035, 96002, 92010) et ceux SN- quant à leur réponses

prolifératives.
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Ces résultats ont été obtenus avec un nombre restreint

d'expériences, ils semblent être en accord avec une étude

simUaire faite par des méthodes biochimiques. Une hétérogénéité

avait été mise en évidence, avec un degré moindre chez les

animaux dans le cadre d'un élevage de singes verts par rapport

aux animaux sauvages (Lekutis, 1995). Cependant d'autres

explor:ations sont à pratiquer pour valider cette observation:

utilisation d'autres antimitotiques, étude cinétique des

proliférations en CML.....

2.2. Étude des réponses prolüératives

Elles ont été pratiquées selon deux modalités: d'une part les

techniques classiques après isolement des PBMC sur gradient de

densité et d'autre part sur sang total.

La technique sur sang total est de mise en œuvre plus

simple et mieux corrélée à certains états pathologiques

(Bocchieri et al., 1995). Dans notre cas, nous n'avons pas

obtenu de réponses prolifératives dans ces conditions. d'autres

explorations sont à conduire pour adapter cette technique au

singe vert.

Les résultats obtenus avec les techniques classiques

figurent dans le Tableau VI (p.43). Compte tenu d'un certain

nombre de difficultés techniques, nous n'avons pas les résultats

des réponses prolifératives vis à vis du TT à JO de l'immunisation.

Concernant les mitogènes polyclonaux: les

proliférations sont variables en fonction des

index

périodes

de

de
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prélèvements, les proliférations sont notables avec la ConA et le

mélange LPS/PHA, elles sont particulièrement élevées à J84.

.. Concernant le TT, la dose optimale de stimulation semble se

situer à 2,ug/ml final. A J84 la dose de O,2,ug est particulièrement

efficace chez les singes immunisés en présence d'alumine. Ces

résultats sont difficiles à interpréter exactement en l'absence des

témoins JO; mais chez les singes SIV- les réponses prolifératives

sont nettement plus faibles à J70 qu'à J84 (après le rappel).

L'alumine dans ce cas semble plus efficace.

D'une manière générale les bruits de fond "cellules" sont

faibles. On note de façon paradoxale l'existence de réponses

prolifératives notables chez les animaux SIV+, y compris avec les

mitogènes polyclonaux à JO et de façon très nette après

immunisation avec l'Ag TT. En conclusion, on constate en

.première approche un effet positif de la vaccination TT pour le

recrutement d'effecteurs cellulaires détectables par les tests

prolifératifs, même chez les animaux SIV+; d'autres investigations

sont à mener pour valider cette constatation dont des techniques

relatives aux dosages de cytokines (IL-2, IFN-y) si elles peuvent

être pratiquées.
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Tableau VI. Index de prolifération vis à vis des mitogènes polyclonaux et du TT

Jour 0 Jour 70 Jour 84

Adjuvant 18 IS 18

statut-SIV SINGE cpmo L+P ConA PwM cpmo L+P ConA TTO.2 TT2 TT10 cpmo L+P ConA T TO.2 TT2 TT10

Alum 96014 392 10.9 7.9 25,6 157 0,9 0,8 0,6 0,6 0,6 70 28.2 7.5 18.4 31,1 23.7

Alum 97005 2972 1.3 3.1 1,8 117 1,7 2.1 3,3 1,8 1,4 91 18.8 6.4 16.7 13,9 9.0

Alum/SIV+ 89032 79 1,2 13.3 49,0 62.6 45.0 81 17.0 19.1 13.9 18.0 18.3

Alum/SIV+ 92010 392 2.1 3.5 3.1 333 15,2 22,4 6,3 16.7 18.0 69 82,2 61,0 21,1 36.1 39.1

PAO 97007 364 7.0 29.1 2.1 162 1.3 1.2 0,5 0.4 1,1 78 32.5 4.3 5,5 23,3 3,5

PAO 97009 710 8.7 10.6 2.5 56 2.5 1,6 3,6 5,9 1,2 43 30.8 4.1 5.2 7.0 3,5

PAO/SIV+ 93035 1260 12.5 19,4 2.3 466 21,6 11,9 19,4 16.9 17.9 51 47.5 8.8 35.2 34.9 15.0

PAO/SIV+ 96002 155 25,4 13.9 2,7 11,0 21,5 109 27.9 0.3 1.7 1,0 0.8

L+P = LPS + PHA

cpmo =moyenne des cpm des cellules témoins

T= moyenne des cpm cellules essais - cpmo = cellules stimulées

Index de prolifération = T / cpmo

~
w
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2.3. Réponse Ac anti-TT

2.3.1. Cinétiques de production des Ac

Elles sont représentées sur les fig. 3 et 4, groupées par

adjuvant (fig. 3a et 3b p.46) ou par statut SIV (fig. 4a et 4b p.47),

à partir des DO des réponses Ac pour les sérums dilués au

1/200. Tous les singes ont réponciu à l' Ag. Ces réponses sont

matérialisées par des courbes qui présentent dans l'ensemble

deux pics à J35 et à J94.

• Par rapport à l'adjuvant, on.constate que les singes ayant

reçu le TT avec la PAO (fig. 3b) voient leur niveau d'Ac baisser

entre le premier et le deuxième rappels (J35 et J84), (sauf chez le

singe 93035 qui montre une réponse Ac de type secondaire

malgré son statut SIV+) contrairement aux singes ayant reçu

l'alumine (Fig. 3a).

• Par rapport au statut SIV on constate une certaine

hétérogénéité des réponses des singes SIV- avec des variations

individuelles (fig. 4a). Dès la première injection de de

l'immunogène, les singes montrent une ascension continue de

leur taux d'Ac dans laquelle la seconde injection ne semble pas

avoir d'effet directement visible. Ce sont les niveaux d'Ac qui

diffèrent selon les individus, les singes 97007 et 97009 montrent

une baisse de leur taux d'Ac avant la troisième injection. Ce

constat peut être éventuellement lié à l'âge des animaux, les

singes 97005 et 97009 étant respectivement enfant/juvénile et

enfant.
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Chez les singes SIV+, une relative homogénéité de réponse en

Ac semble se dégager (fig. 4b); les courbes ont presque la même

allure, les taux d'Ac augmentent après J21, deux injections sont

nécessaires sauf pour le 93035.

2.3.2. Titres des réponses en Ac

Les titres des réponse Ac anti-TT correspondent à la dernière

dflution qui donne le double du bruit de fond. Quand les signaux

étaient trop élévés à la dernière dilution testée (1/51200) les

titres ont été calculés par extrapolation: nous avons pris la moitié

du DO pour chaque dilution jusqu'à l'atteinte du double du bruit

de fond.

Dans le tableau VII (p.48) nous constatons une grande

élévation des titres en Ac d'une manière générale à J105. Les

courbes des réponses en Ac ne recoupent pas exactement les

titres en particulier pour les singes 97005 et 93035. Il faut noter

que les titres des sérums du singe 97005 sont relativement plus

élevés; ceci serait lié à un problème de coloration, la DO plus

faible à JO ayant donné des titres plus élevés alors que les

résultats en ELISA sont faibles. Pour le singe 93035, c'est le

phénomène inverse; la DO positive à JO fait chuter les titres

calculés sur le bruit de fond bien que les signaux ELISA soient

forts.

2.3.3. Comparaison statistique des réponses en Ac

Les courbes des titres Ac à J35 et à J94 sont montrées sur la

figure 5 (p.49). Les comparaisons statistiques ont été faites entre
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Figure 3: Réponses en Ac anti-TT en fonction des adjuvants
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Figure 4: Réponses en Ac anti-TI en fonction du statut immunitaire
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Tableau VII: Titres en Ac anti- TI

SINGES SIV+ SINGES SIV-
Jour Alumine PAO Alumine PAO

89032 92010 93035 96002 96014 97005 97007 97009

0 0 0 0 0 0 0 0 0

14 800 800 25600 3200 3200 12800 1600 800

21 12800 6400 12800 3200 25600 51200 25600 3200

35 12800 >51200 12800 25600 >51200 >51200 51200 25600
~
co

extrapol 102400 204800 204800
56 25600 >51200 12800 12800 >51200 >51200 51200 6400

extrapol 204800 204800 204800
70 12800 51200 6400 12800 >51200 >51200 51200 6400

extrapol 204800 204800
84 6400 51200 6400 12800 >51200 >51200 25600 6400

extrapol 204800 102400
94 25600 >51200 12800 51200 >51200 >51200 >51200 51200

extrapol 204800 204800 409600 204800
105 >51200 >51200 12800 51200 >51200 >51200 >51200 >51200

extrapol 204800 204800 204800 409600 204800 102400
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Figure 5: Titres des réponses en Ac à J3S et à J94

al Singes SIV-
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les titres d'Ac chez un même animal à J35 et à J94, ou entre les

titres en Ac des mêmes jours chez les différents animaux.

2.3.3.1. Cinétique de production d'anticorps

• Chez les animaux SIV-

- Le 96014 présente une réponse significativement plus

élevée à J35 qu'à J94 les taux d'Ac ensuite redescendent mais se

maintiennent (présence d'un pic initial de réponse Ac).

- Le 97005: les taux d'Ac sont faibles à J35 faisant un palier

de réponse Ac après deux injections qui croît significativement .

après la troisième.

- Le 97007 et le 97009 atteignent un maximum de réponse en

Ac anti-TI à J35 non significativement différent de J94, il Y a une

baisse des taux d'Ac entre la deuxième et la troisième injection.

• Chez les animaux SIV+

Les titres sont analogues à J35, J84 et à J94 dans leur

cinétique d'apparition chez trois singes, sauf le 92010 qui voit

son titre augmenter significativement après la troisième injection.

2.3.3.2. Comparaison des réponses Ac entre les

animaux: efficacité des adjuvants

Au premier pic de réponse à J35 (Fig. 5a et b p.49), il ressort

que l'alumine est signlilcativement plus efficace que la PAO pour

induire une réponse après deux injections. Les titres sont

significativement plus élevés chez les singes SIV- immunisés par

l'alumine que chez les animaux SIV+ immunisés avec les deux
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adjuvants (y compris le singe 92010 faisant une réponse Ac de

type secondaire).

Tous les animaux SIV+ ont des titres Ac significativement

analogues quelque soit l'adjuvant (Fig. Sb p.49)). fis sont... "

comparables à ceux des s~ges SIV~immuniséspar la PAO.

·Au deuxième pic de réponse à J94, toutes les réponses Ac

anti-TT sont significativement analogues, sauf pour le 89032 qui

est en cours d'augmentation de son titre de réponse Ac

atteignant le niveau général à JIOS. En d'autre terme, les

adjuvants ont la même efficacité pour la production d'Ac anti-TT

après trois immunisations quelque soit le statut immun de

l'animal (fig. 4 p.47).

2.4. Réponse Ac anti-P. falciparum

2.4.1. Cinétique d'apparition des Ac contre les Ag

recombinants

Les signaux correspondants à la dilution au 1/ 100 des

sérums sont montrés sur la Figure 6 (p.S4) individualisant les

réponses contre chaque Ag et contre la GST. L'utilisation des

molécules couplées à la GST pose le problème de l'élimination du

signal dû à la réponse dirigée contre la GST. Nous pouvons

constater que la réponse Ac contre la GST est relativement

majoritaire quand on compare les réponses anti-R23 mesurées

sur la GST-R23 et sur la B-galactosidase-R23 (fig. 6{1}; 2,0 de DO

contre O,S).

A partir de là on peut remarquer que la réponse spécifique

est significative contre chaque composant du mélange vaccinal.
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Tout en sachant que la réponse réelle ne représente que 25%

environ du signal détecté sur PŒB200 et Pfi72 (fig. 6{3} et {2}), on

peut constater que les deux adjuvants induisent une cinétique

différente d'apparition des Ac: l'alumine fait monter rapidement

les taux d'Ac spécifiques après deux injections alors qu'avec la

PAO la troisième injection est nécessaire pour parvenir à un titre

d'Ac à peu près comparable.

On retrouve chez le singe 93003 le même proffi de réponse Ac

anti-P.JaLciparum détectée sur Ag somatique (fig. 6{4} p.54l.

2.4.2. Cinétique d'apparition des Ac contre

P. falciparum

Tableau VIII: Titres en IFI de réponse en Ac'antt-P.Jalciparum

des animaux. SIV+

No singes

Ag vaccinant
Adjuvant

92014 96002

Pfi72-EB200+R23

Alum (50%) PAO (10%)

96003

mérozoites
PAO (10%)

jour 0 10 0 0

jour 21 10 0 0

Jour 35 40 20 80

jour 60 20 10 80

Jour 75 10 0 40

jour 84 10 20 40

Témoin positif ooסס1

Les titres IFI de réponse en Ac anti-P. JaLclparum sont faibles

et sont en relation avec l'intensité des réponses Ac spécifiques.
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Le singe 96003 immunisé avec les mérozoites a des titres

significatifs en IFI qui ne corrèlent pas exactement avec la

cinétique d'apparition des Ac détectés en ELISA. Il ressort qu'une

bonne réponse en ELISA sur Ag total n'est pas le reflet de la ..

réponse anti-P. Jalciparum mesurée en IFI. Les singes 92014 et

96002 ont des DO nulles sur ces Ag alors qu'ils reconnaissent

signtficativement le parasite en IFI après immunisation par le

mélange vaccinal d'Ag recombinants.
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3. DISCUSSION:

3.1. Matériel animal

Nous avons utilisé des animaux dont on ignore les

antécédents biologiques puisque ce sont des sujets de capture,

fis ont un passé variable de· stabulation, cependant ils

constituent la seule alternative pour l'expérimentation sur les

primates du fait que leur élevage contrôlé est très onéreux. Les

animaux que nous avons utilisé vivent dans les mêmes

conditions. Néanmoins la différence d'âge et la différence dans la

durée d'adaptation des animaux peuvent constituer une source

de biais.

3.2. Matériel de laboratoire et méthodes

Les différentes manipulations que nous avons effectuées ont

été possibles grâce à l'existence des réactions croisées entre

plusieurs constituants biologiques du singe et de l'homme.

L'extrême rareté et!ou l'absence de matériel d'expérimentation

spécifique aux primates en général et à chacune des espèces

simiennes en particulier nous a conduit à l'utilisation des

réactifs prévus pour les tests humains. Ainsi le manque

d'adaptation peut constituer une source d'erreur. C'est pourquoi

les résultats de prolifération lymphocytaires, avec les mitogènes

polyclonaux particulièrement, n'ont pas été constants. 11 s'agit

donc de résultats informatifs qui peuvent aider à la poursuite de

la recherche dans ce domaine.



56

3.3. Etude de l'immunité liée à l'anatoxine tétanique

Dans cette étude nous avons analysé les réponses des

effecteurs cellulaires et humoraux.

Les résultats que nous avons obtenus en culture

lYmphocytaire montrent que certains singes ne développent pas

une IYmphoprolifération in vitro (index de stimulation: IS va de 1

à 80). Les cellules des singes SN+ prolifèrent beaucoup plus que

celles des singes SN-même avec les mitogènes polyclonaux.

En comparant les résultats obtenus avec les mitogènes, la

PwM a un index de stimulation (lS: 1,8 à 3,1) faible; ce qui est en

accord avec les résultats obtenus par Gogovor (1993). Par

ailleurs le mélange LPS/PHA a donné un index de stimulation

plus élevé en le comparant à l'IS du PHA seul (Gogovor, 1993).

Nous pouvons donc supposer que ce mélange serait plus efficace

pour stimuler les lYmphocytes des singes SN+.

En ce qui concerne l'anatoxine tétanique, les résultats sont

plus difficiles à exploiter du fait du manque de ceux du premier

jour (JO). Néanmoins avec la plupart des index de stimulation qui

sont à plus de 4, nous pouvons estimer avoir eu de bonnes

réponses prolifératives par rapport à celles obtenues par Perraut

(1995) chez les Saimiri (index de 2 à 4).

Sur le plan humoral tous les singes ont répondu à TI. Les

réponses en Ac produits sont comparables dans leur cinétique à

celles obtenues chez les Saimiri (Perraut & al.,1993;- Perraut,

1995). Ceci prouve que l'anatoxine tétanique est un antigène

très immunogène utilisable comme modèle commun. Cette forte
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immunogénicité a été démontrée par Perraut (1995), où une

réponse Ac a pu être objectivée en l'absence d'adjuvant ce qui

n'était pas le cas d'autres immunogènes. Pour le confirmer avec

le singe vert, il faut un groupe contrôle Ag sans adjuvant, ce qui

n'a pas été fait ici. Cette alternative est à envisager

ultérieurement pour confirmer l'analogie du potentiel de réponse

Ac chez ce modèle dans le contexte de son statut SN'

Les cinétiques de production d'Ac ressemblent au profil

obtenu chez le Saimiri. Mais on peut se poser la question de

savoir si J2-1 n'est pas trop tôt chez les SN- pour voir l'effet

éventuel du premier rappel en fonction de l'adjuvant. TI nous

semble dans ce cas que le rappel pourrait se faire après au moins

un mois.

3.4. Étude de l'immunité due aux candidats vaccins

anti P. falciparum.

Les résultats que nous avons obtenus montrent que le singe

vert, lorsqu'il reçoit l'antigène P. faLciparum est capable de

produire des Ac. Une réponse maximale a été obtenu pour

chaque composante du mélange d'antigènes recombinants après

deux immunisations. Un résultat équivalant a été trouvé chez les

Saimiri pré-immuns (Perraut, 1995). Les Ac anti GST n'ayant

pas été éliminés, nous ne pouvons pas comparer les réponses

spécifiques. Cependant une réponse spécifique correcte est

obtenue sur la B-galactosidase-R23 montrant exactement qu'il y

a une réaction positive après le deuxième contact. Ceci prouve

que le singe vert réagit plus vite que le Saimiri naïf qui ne répond

qu'après trois immunisations (Perraut, 1995).
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Le résultat obtenu avec les mérozoïtes montre que la réponse

en Ac anti mérozoïtes est faible. Le test de phagocytose immune

effectué montre que les phagocytes ne reconnaissent pas la

surface des globules rouges parasités. D'où l'importance du

contact avec le parasite vivant; c'est le cas du SaimiTi avec une

forte stimulation anti-P. Jalclparum et probablement une grande

différence des singes pré-immuns dans ce cas (le parasite mort

ne stimule pas les mêmes effecteurs ou nettement moins

efficacement).

Cependant le singe vert peut être un bon modèle pour tester

une réponse spécifique dont on peut éventuellement vérifier une

propriété biologique: phagocytose, reconnaissance de surface

etc...

3.5. Utilisation des adjuvants

L'adjuvant peut amplifier la réponse immunitaire sur le plan

quantitatif et!ou qualitativement. Dans notre étude nous avons

essayé de l'apprécier d'une façon quantitative.

Les résultats obtenus dans le cas de la TT ou dans celui des

candidats vaccins montrent que l'alumine semble être plus

efficace que la PAO après deux immunisations. Nos résultats sont

en accord avec ceux de Perraut (1995; 1996) trouvés chez les

Saimiri en présence des Ag différents (TT, Ag recoIILbinant de la

protéine de Herpes Simplex (HSVgD) et l'Ag gpl60 de l'enveloppe

du HIV-I), dont certains résultats sont rapportés ici (fig. 9 et 10

p.59). Au cours des études préliminaires effectuées à l'IPD ce

même constat a été fait (fig. 7 p.59).
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Dès lors le problème de la qualité des Ac produits subsiste

puisque leurs propriétés biologiques n'ont pas été testées chez le

singe vert avec 11 Ag P. falciparum. TI faudrait aussi essayer

d'autres adjuvants sur ce singe mais aussi l'appliquer à d'autres

Ag car une modélisation qui utilise un seul Ag est restritive.

3.6. La séropositivité des singes au SIV et leur état

immunitaire

Dans notre travail nous avons utilisé les singes négatifs au

SIV et ceux qui sont positifs, afin de les comparer sur leur

aptitude à réagir à un même Ag.

En effet face aux résultats obtenus, il est à remarquer que

tous les animaux produisent des Ac; mais il y a une homogénéité

dans la cinétique de la réponse en Ac chez les SIV+. Les mêmes

observations été faits lors d'une étude préliminaire (fig. 8 p.59).

Ceci pourrait donc être lié à leur état de porteurs inapparents.

Ces résultats montrent aussi que le système immunitaire de ces

singes n'a pas en fait été déprimé. L'état d'infection inapparente

des singes verts. (vervet) a été démontrée (Muller, 1994;

Nerrienet, 1993). Gogovor a trouvé que chez le C. sabaeus les

perturbations immunologiques au moment de la séroconversion

n'étaient que temporaires.

Dans le contexte des lymphoproliférations, nous avons

constaté aussi que les cellules de ces singes SIV+ dans leur

majorité ont proliféré que ce soit avec les mitogènes ou avec la TT.

Peut-on alors dire que le virus en vivant chez son hôte n'a pas

d'effet sur son état immunitaire? Nerrienet (1993) dans ses

travaux a démontré qu'il n'y avait pas de phénomène dlapoptose
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au niveau circulant chez le singe vert infecté naturellement; De

même Diop (1993) lors des études préliminaires sur l'apoptose

chez ce singe a montré qu'il n'y avait pas de lien entre le

phénomène et le statut immunitaire de l'animal. En tenant

compte des travaux mentionnés ci-dessus, nous pouvons dire

que le singe vert positif au SIV ne connaîtrait pas

d'immunodépression. Ceci expliquerait probablement l'obtention

d'une bonne réponse chez celui-ci.
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CONCLUSION GENERALE ET
PERSPECTIVES
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De nos jours, la lutte contre les grandes endémies et en
particulier celles dues aux rétrovirus (cas du SIDA) et aux
hémoparasites (paludisme) lance un grand défi à la science. Les
traitements qui demeurent aléatoires et onéreux d'un côté et de
l'autre ceux-ci ayant perdu une partie de leur efficacité, rendent
de plus en plus pressante la mise au point de vaccins.

Le singe étant l'animal le plus proche de .l'homme sur le plan
phylogénétique, il constitue généralement la dernière étape des
essais vaccinaux avant le passage à l'homme. Le singe vert du
Sénégal Cercopithecus sabaeus, porteur du SIVagm et abondant
dans la sous-région reste peu exploité sur ce plan. C'est dans ce
sens que ce travail a été envisagé.

L'utilisation du singe vert comme modèle en vaccinologie
requiert une modélisation préliminaire en utilisant des Ag de
référence. Nous avons abordé cet aspect en utilisant deux
antigènes sur deux types de singes ayant des statuts différents
par rapport à l'infection rétrovirale due au virus de
l'immunodéficience simienne (SIV- et SIV+).

Ainsi nous avons mené un premier essai de modélisation
vaccinale sur deux groupes de singes (1 er groupe de 4 singes SIV­
et un 2ème groupe de 4 singes SIV+) avec un antigène de
référence bien connu, l'anatoxine tétanique, utilisé selon un
protocole standardisé.

Comme autre modèle d'antigène nous avons utilisé des
protéines représentant des fractions parasitaires (P. falciparum)

chez trois singes SIV+.

L'analyse des résultats a été faite à l'aide des tests ELISA et
d'IFl pour les Ag parasitaires permettant de mesurer les réponses
des effecteurs humoraux par dosage des Ac. Des tests de
transformation lymphoblastique ont contribué à l'analyse des
réponses dues aux effecteurs cellulaires.

Enfin une analyse statistique des réponses Ac, utilisant le
test de Wilcoxon (non paramétrique), nous a conduits aux
résultats dont la teneur suit:
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D'une part,

- les singes verts sont de très bons répondeurs vis à vis de
l'anatoxine tétanique.
- la cinétique de cette réponse Ac est liée à la nature de
l'adjuvant que nous avons utilisé, elle montre en particulier la
haute efficacité de l'alumine vis à vis des deux Ag. Dans cet essai
l'alumine a aussi été efficace dans l'induction des réponses
prollfératives.
- l'état du singe par rapport au SIV semble jouer un rôle dans
cette cinétique. Cependant, ces animaux SIV+ au bout du compte
répondent significativement aussi bien que les SIV-.

- Globalement, un protocole impliquant une immunisation
conséquente avec au moins trois injections est à même d'induire
une bonne réponse vaccinale.

D'autre part, l'utilisation d'antigènes recombinants nous a
montré l'existence d'une bonne réponse spécifique avec les
mêmes tendances de type de réponse Ac en fonction de l'adjuvant
qu'avec l'anatoxine tétanique.

Ce travail ouvre une perspective nouvelle pour l'utilisation
du singe vert comme modèle vaccinal, permettant d'envisager
l'essai de nouveaux vaccins et de nouvelles stratégies vaccinales.
C'est un modèle dans lequel l'infection par le SIV ne semble pas
altérer de manière hautement notable les réponses Ac vis à vis
des antigènes que nous avons testés. D'autres investigations
doivent être menées afm de déterminer l'existence ou non d'une
perturbation du système immunitaire qui serait capable
d'influencer la qualité et la quantité des effecteurs humoraux.

Toutefois, le modèle singe vert ne pourra véritablement être
reconnu valable pour des modélisations vaccinales que dans la
mesure où une meilleure connaissance de sa biologie, de son
anatomie et de ses différentes pathologies sera effective.
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Les solutions tampons

* Tampon de coating:
- Tampon de carbonate lM pH 9,6:
- Mélanger sous le pH mètre NaCo3 jusqu'au pH 9,6 (environ

1 volume de chaque). A utiliser au 1/10 = 0, lM pH 9,6.

• Tampon PHS:

- 1000 ml d'eau distllée + 10 comprimés de PBS.

• Tampon de saturation

- Tampon PBS +BSA 5%.
- Tampon PBS + Lait écrèmé 5%.

• Tampon de dilution des sérums.

- Tampon PBS + 0,05% TWEEN + 2,5% LAIT + 0,01% AZillE
- Tampon PBS + 0,05% TWEEN + 1% BSA + 0,01% AZIDE
- Tampon PBS + 0,05% TWEEN + 0,5% + 0,01% AZillE

* Tampon de dilution des conjugué

- Tampon PBS + 0,1% TWEEN
- Tampon PBS + 0,05% TWEEN + 1% BSA
- Tàmpon PBS + 0,05% TWEEN+ 0,5% GELATINE

Matériel de l'aboratoire

• IFI

- Anti-IgG marquée à la fluorescéine Biosys
- Bleu Evans
- Glicérol 70%
- Lames d'imunofluorescence à 12 spots (Dymatech)
- Microscope àfluorescence
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• ELISA

- Plaques MaxiSorp® (Nunc, Danemark) à fond plat (96 puits)
- Tubes Eppendorf 1,5 ml (Polylabo®)
- Pipettes pasteur 5 ml, 10 ml (Falcon®)
- Micropipettes Pipetman 20, 200, 1000,ul et cônes (Gilson®)
- Tubes de dilution
- Lecteur de plaques: Spectrophotomètre. TITERTEK

MULTISKAN MCC/340
- Laveur de plaque: TITERTEK MICROPLATE Washer 120
(Flow - laboratories)

• Test de transformation lymphoblatique

Matériel

- Ficoll 1077 (LSM, Oganon Teknika ND)
- Bleu trypan
- RPMI tampon
- RPMI SVF à 10% soit RPMI tampon + serum AB
- Thymidine tritiée
- Plaques Immulon- 4® (Dynatech Microtiter, USA) à fond
conique (96 puits)
- Skatron pour récolter les cellules
- Filtres
- Liquide de scintillation
- Compteur-fi (RACKBETA ND)

Protocole

- Après séparation des lymphocytes sur gradient de ficoll, faire le
comptage au microscope à fluorescence par la cellule de
MALASSEZ remplie d'une suspension cellulaire + du bleu trypan
- Diluer les cellules dans du RPMI SVF (sérum de veau fœtal) à
10% pour avoir une concentration finale de 106 cellules par ml
- Préparer les dilutions des mitogènes et l'antigène dans du RPMI
SVF.
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- Distribuer les mitogènes et l'antigène en triplicat sauf dans les
cupules témoins
.. Ajouter 200,ul de suspension cellulaire dans chaque cupule
- Incuber les plaques à l'étuve en C02 (5%) à 37°C pendant 6
jours
- Ajouter 10,ul de thymidine tritiée au 1/10 dans chaque cupule
16 heures avant que les cellules ne soient récoltées
- Les cellules sont récoltées au skatron sur des disques de filtre
- Après séchage, déposer chaque disque dans une fiole contenant
du liquide de scintillation et lire au compteur bêta qui donne les
résultats en coups par minute (cpm).





Application d'un modèle primate Cercopithecus (aethiops)
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Bésamé

L'étude que nous présentons est une modélisation préliminaire
qui utilise deux antigènes (l'anatoxine tétanique et l'antigène P.
lfalclpanun) sur des singes verts. C. sabaeus de statut différent (SIV­

et SIV+). Cette étude montre que ces animaux sont des bons
répondeurs vis à vis de l'anatoxine tétanique. Une réponse spécifique
a été obtenue avec les antigènes recombinants.

La cinétique de la réponse anticorps est liée à la nature de
l'adjuvant utllisé; elle montre en particulier la haute efficacité de
l'alumine par rapport à PAO vis à vis des deux Ag et dans l'induction
des réponses proUfératlves.

Même si le statut SIV semble influèncer La cinétique des
réponses Ac, les SIV+ répondent significativement aussi bien que les
SN-. Vinfection par le SIV ne semble pas altérer de manière notable
les réponses Ac contre ces deux As!..
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