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I. INTRODUCTION

Le paludisme demeure un probleme majeur de santé publique dans le monde surtout en Afrique
subsaharienne. Le paludisme touche non seulement la santé de centaines de millions d’individus
a travers le monde mais affecte également I'économie des pays endémiques [1]. Globalement,
on estime a 3,2 milliards le nombre de personnes a risque d'étre infectées par le paludisme a

travers le monde [2].

Selon les derni¢res données de 1’Organisation Mondiale de la sant¢ (OMS), on estime que
435.000 personnes sont décédées du paludisme en 2017. Plus de 90% de ces décés sont
survenus en Afrique subsaharienne, les autres victimes se trouvant pratiquement toutes en Asie
du Sud-Est et en Amérique du Sud [3]. Au Mali, le paludisme représente 39% des motifs de
consultation dans les centres de santé, c’est la premiére cause de morbidité et de mortalité dans
la population générale soit respectivement 15,6% et 13% [4]. En 2017, au Mali, sur I’ensemble
du territoire national 2.097.797 cas de paludisme confirmés ont été enregistrés avec 1.424.223
(67,9%) cas simples et 673.574 (32,1%) cas graves [5].

La quasi-totalité de ces décés sont imputables a Plasmodium falciparum et les enfants africains
de moins de 5 ans en sont les victimes les plus fréquentes [3]. Le paludisme frappe
considérablement les enfants de moins de 5 ans qui constituaient 78 % de tous les cas de déces,
les femmes enceintes sont aussi lourdement affectées par le paludisme [2]. En Afrique, chaque
deux minutes un enfant meurt du paludisme [3]. Dans les zones rurales pendant la saison de
transmission du paludisme (Juin a Décembre), chaque enfant est susceptible de faire au moins

un épisode de paludisme [6].

Les individus agés de 15-49 ans ont représenté environ 20% des déces liés au paludisme en
2010. Ces estimations récentes montrent une mortalité liée au paludisme plus forte que prévue
en Afrique au sud du Sahara; mais aussi une atteinte plus importante d’autres groupes d’ages et

I’impact sur la relance économique du continent [7].

Au niveau des services de santé, le paludisme constitue dans beaucoup de pays la premiére
cause de consultation et une des principales causes d’hospitalisation. Les formes graves de
paludisme constituent le gros lot des hospitalisations liées au paludisme [8] ; en plus, chez la
femme enceinte le paludisme provoque une anémie, une augmentation du risque de petit poids

a la naissance, de naissances prématurés et d’avortements [9].

M. Adama Ouattara These de Pharmacie Page 1



Etude comparative des réponses anticorps IgG des différentes visites de I'essai vaccinal Pfs230D1M-EPA/ASO1 et Pfs25M-
EPA/ASO1 chez les volontaires adultes a Sotuba Mali

La présentation clinique du paludisme grave chez I'enfant est le plus souvent dominée par une
élévation importante de la température (40°C), associant des signes neurologiques. La mortalité
du neuropaludisme s'éléve parfois a 20 % chez les adultes et & 15 % chez les enfants [10]. plus
de 25% des enfants rescapés de neuropaludisme peuvent présenter des séquelles neurologiques
[11].Les enfants qui se rétablissent apres un acces palustre cérébral présentent des troubles de

I’apprentissage et des incapacités consecutives aux leésions cérébrales [12].

Le paludisme exerce donc un impact négatif important sur la capacité économique des pays
endémiques. Selon I’OMS cela représente une perte en produit national brut (PNB) de 1’ordre
de 2 milliards de dollars US par an pour I’ensemble des pays d’Afrique au Sud du Sahara. Sans
le paludisme, ces pays auraient probablement déja avancé de facon significative dans leur

développement économique et social respectifs [7].

Les adultes qui vivent depuis 1’enfance dans des zones caractérisées par une forte transmission
palustre et qui continuent de résider dans ces zones ne risquent généralement pas de mourir de
paludisme (Prémunition). Selon les estimations, quelque 219 millions de nouveaux acces de

paludisme clinique sont survenus a I’échelle mondiale en 2017 [3].

Toutefois, des progrés considérables ont été accomplis sur la voie des objectifs respectivement
définis par I’assemblée mondiale de la santé (réduire de 75% la charge du paludisme a 1’horizon
2015) et par le partenariat Roll Back Malaria (réduire pratiquement a zéro le nombre de déces
dus au paludisme). Ainsi, en quinze ans, la baisse du nombre de cas de paludisme est estimée a
18%, de 262 millions en 2000 a 214 millions en 2015. La mortalité associée a diminué de 48%,
passant de 839000 déces en 2000 a 438000 en 2015. En tenant compte de la croissance
démographique, I’incidence du paludisme aurait diminué de 37% au niveau mondial entre 2000
et 2015, et la mortalité associée de 60%. La prévalence parasitaire chez les enfants agés de 2 a
10 ans est passée de 33% en 2000 a 16% en 2015 [13].

Les échecs des campagnes d’éradication menées jusqu’a présent sont essentiellement dus a la
résistance acquise du vecteur, I’anophele femelle, aux insecticides et celle progressive du
parasite aux antipaludiques classiques notamment a la chloroquine. Aujourd’hui, pratiquement
tous les médicaments antipaludiques semblent étre touchés a des degrés divers par la
chimiorésistance qui s’étend géographiquement et en intensité [14]. Les vaccins constituent a
cet effet les outils privilégiés de lutte contre les maladies infectieuses, les outils les plus

bénéfiques en santé publique.
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Le développement d’un vaccin anti-palustre se heurte non seulement a la complexité du parasite
a travers, son polymorphisme et sa variation antigénique, mais aussi a la complexité des
interactions entre le parasite et le systéme immunitaire de 1’hdte. La vaccination en diminuant
I’incidence des accés palustres, sera un atout majeur dans la lutte contre ce fléau. Plusieurs
vaccins candidats aux modes d’action distincts sont actuellement a différents stades de
développement dont le plus avancé est le RTS, S en phase 3, Bien que son utilisation ne soit
pas encore autorisée par les autorités réglementaires nationales en Afrique subsaharienne, le
vaccin RTS,S/ASO1 a recu un avis scientifique favorable de I'’Agence Européenne des
Médicaments (EMA) en juillet 2015 pour la vaccination des enfants agés de 6 semaines a 17
mois [15]. Parmi ces vaccins, figurent également les vaccins bloguant la transmission (TBV)
du parasite de I’hote humain au moustique: Ces vaccins induisent des anticorps qui empéchent

la maturation des stades sexués du parasite chez le moustique.

A la surface de Plasmodium falciparum au stade sexuel sont exprimés des antigénes tels que ;
Pfs25, Pfs48/45 et Pfs230. Les anticorps contre ces antigenes ont montré une activité de blocage
du développement du parasite. Ces candidats vaccins peuvent étre une stratégie réalisable pour
réduire le fardeau du paludisme dans les zones endémiques. Avec une couverture large, ces
vaccins pourraient réduire la transmission du paludisme dans les régions d’endémie en réduisant

le nombre de moustiques infectants.

Le centre de recherche et de formation sur le paludisme (MRTC) de ’'USTTB au Mali, en
partenariat avec 1’institut national de la santé (NIH) des Etats Unis a conduit de nombreuses

études vaccinales dans ses sites.

Sotuba a été choisi pour effectuer des essais cliniques de phase de pilote des candidats vaccins

dans le but d’évaluer leur tolérance, I’immunogénicité et I’efficacité protectrice chez I’homme.

Ainsi, le but de ce travail est de comparer des réponses anticorps IgG contre les antigenes
Pfs230 et Pfs25 associés a I’adjuvant ASO1 (Adjuvant Systeme 01) de différentes visites de
I'essai vaccinal Pfs230D1M-EPA/AS01 et Pfs25M-EPA/ASOL chez les volontaires adultes a

Sotuba au Mali. Pour atteindre ce but les objectifs suivants ont été fixés.
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OBJECTIF

1.

>

Objectif principal
Evaluer les réponses anticorps 1gG anti-Pfs230D1M-EPA/ASO1 et anti-Pfs25M-
EPA/ASO1L a Sotuba en 2017.

2. Objectifs spécifiques

Déterminer le taux moyen d’IgG anti-Pfs230D1M-EPA/AS01 et anti-Pfs25M-
EPA/ASO1 pendant les différentes visites & Sotuba ;

Comparer le titre d’anticorps IgG anti-Pfs230D1M-EPA/ASO1 faible dose/forte dose et
anti-Pfs25M-EPA/ASO1 faible dose/forte dose a Sotuba;

Comparer le titre d’anticorps IgG anti-Pfs230D1M-EPA/ASO1+anti-Pfs25M-
EPA/ASO1 forte dose & anti-Pfs25M-EPA/ASO1 faible dose et forte dose & Sotuba ;
Comparer le titre d’anticorps IgG anti-Pfs230D1M-EPA/AS01+anti-Pfs25M-
EPA/ASO1 forte dose a anti-Pfs230D1M-EPA/ASOL1 faible dose et forte dose & Sotuba ;
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GENERALITES
1. Paludisme
1.1 Définition
Le paludisme est une érythrocytopathie fébrile, hémolysante di a la présence et a la

multiplication dans les hépatocytes puis dans les érythrocytes d’un hématozoaire du genre

Plasmodium, transmis a 1’hdte par la femelle du moustique du genre anophele infectée [16].

Il existe aussi d’autres moyens de contaminations que sont les voies sanguines (transfusion

sanguine), la transplantation d'organe et la transmission feeto-maternelle [17; 18].

Cinq espéces sont reconnues pathogeénes pour ’Homme a savoir: Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale et Plasmodium knowlesi.
L'espece Plasmodium ovale est constituée de deux sous-especes P. o. wallikeri et P. o. curtisi,
toutes deux également pathogénes pour I'Homme. Une étude récente a rapporté I’évidence de

cas d’infection humaine par Plasmodium cynomolgi [19].

1.2 Vecteur

Le vecteur est un diptére nématocére de la famille des Culicidae. Environ quatre cents especes
d’anophe¢les ont été répertoriées, seule une quarantaine est capable de transmettre le parasite du
paludisme. Les complexes anophéles gambiae comprennent les especes douées d’une capacité
de transmettre le parasite. Elles sont au nombre de sept et trois d’entre elles ont une grande

capacité vectorielle : An. Gambiae s.s, An.arabiensis, An.fenestus [20].

Seules les femelles sont hématophages et les protéines sanguines sont nécessaires a la

maturation de leurs ceufs.

1.3 Agents pathogenes

Les parasites responsables de paludisme chez I’homme appartiennent :
Regne : animal

Sous regne : Protozoaires

Phylum : Apicomlexa

Classe : Sporozaea

Sous classe : Coccidia
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Ordre : Eucoccidiida
Sous ordre : Haemosporina
Genre : Plasmodium qui renferme deux sous genres :

- Sous genre Plasmodium est caractérisé par des gamétocytes arrondis renferme quatre especes
responsables de paludisme chez I’homme ; P. (p) vivax, P. (p) ovale, P. (p) malariae et P. (p)

knowlesi qui est un parasite simiesque, decouvert récemment chez I’homme en Malaisie.

- Sous genre Laverania est caractérisé par des gametocytes falciformés. Il renferme une seule

espece P. (1) falciparum et est I’espéce la plus redoutable pour ’homme [21].

Les différences entre les espéces pathogenes résident au niveau de leur capacité de
multiplication durant la phase sanguine, la durée des cycles de schizogonies, la possibilité de
séquestration des globules rouges infectés dans la microcirculation vasculaire et de leurs

préférences du type de globule rouge pour I’invasion (jeunes, adultes, agés).

Plasmodium falciparum est endémique essentiellement en zone tropicale: Afrique, Asie du sud-
est, Amérique du sud, et Océanie. Il a une période d’incubation hépatique de 7-12 jours. Il
provoque une fievre tierce maligne et donne des formes graves et mortelles avec atteintes
neurologiques [16]. 1l est capable d'envahir les hématies quelque soit leur age. Le cycle intra-
érythrocytaire dure environ 36-48 heures. La taille des hématies parasitées est quasiment
identique a celle des hématies non parasitées. A la microscopie, les parasites jeunes ont une
forme en bague a chaton avec un anneau cytoplasmique mince appelés "rings ou anneaux"; les
trophozoites agés ont une forme en bague plus élargie voir déformée. On note des taches jaune
orangés en coup d’ongle a la surface de I’hématie parasitée appelées tdches de Maurer (Macules

de formes et de dimensions inégales).

La gamétocytogénese dure 9-12 jours et les gamétocytes ont une forme caractéristique en
banane avec un diamétre moyen de 10um & peu pres (d’ou le nom d’espéce falciparum), un
amas central de granulation nucléaire en rouge et de pigments en noir. Les schizontes ont une

forme de corps en rosace contenant 16-32 noyaux [22] .

Plasmodium vivax est le plus répandu dans le monde. Il sévit en Asie du sud-est, Amérique du
sud, Océanie et en Afrique sahélienne et de ’est. Il a une période d’incubation hépatique de 11-
13 jours, il provoque une fiévre tierce bénigne et est responsable de recrudescence grace aux
formes dormantes dans le foie: hypnozoites. Dans le sang, il préfere envahir les réticulocytes

pour engager une schizogonie de 48 heures. Il provoque la déformation irréguliére et
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l'augmentation considérable de la taille de la cellule hote. A la microscopie, les anneaux ont
une forme en bague avec un cytoplasme épais et un gros noyau ; les trophozoites agés ont un
cytoplasme digité ou fragmenté avec un gros noyau plus ou moins déformé et un pigment noir.

On note des granulations de Schiiffner dans I’hématie parasitée.

La gamétocytogénese dure 7-9 jours et les gamétocytes sont arrondis (10-12 pum) avec un
cytoplasme bleu pale ou mauve et de fins pigments noirs dispersés au Giemsa. Les schizontes
sont volumineux (10-14um) avec 12-24 noyaux fins et de pigments noirs fins plus ou moins
dispersés [22]. 1l a longtemps été associé a l'infestation des individus Duffy positif, mais

actuellement il a été observé chez des individus Duffy négatif [23].

Plasmodium ovale sévit surtout en zone intertropicale africaine. Des études récentes ont montré
I’existence de 2 sous-especes sympatriques de P. ovale (Plasmodium ovale curtisi et
Plasmodium ovale wallikeri) [24], présentes en Afrique et en Asie, non distinguables par la
microscopie [25]. Il a une période d’incubation hépatique de 15 jours. Il provoque une fiévre
tierce bénigne et produit des hypnozoites. Il parasite les hématies jeunes pendant 48 heures en
leur donnant une forme ovale et les hématies parasitées sont plus grande par rapport aux

hématies saines.

A la microscopie, les trophozoites jeunes ont une forme en bague avec un anneau
cytoplasmique mince; les trophozoites agés ont une forme réguliere avec des granulations et de
pigment noir. On note l'apparition précoce des granulations de Schiiffner dans 1’hématie
parasitée (granulations volumineuses). La gamétocytogénese est inférieure a 7 jours et les
gamétocytes sont arrondis (7-8um) avec un cytoplasme bleu pale ou mauve et de fins pigments
noirs peu abondants. Les schizontes ont une taille moyenne de 10pum, 8-12 noyaux volumineux

et de gros pigments noirs plus ou moins dispersés [22].

Plasmodium malariae est endémique dans les climats tropicaux: Afrique, Asie du sud,
Amérique du sud et Océanie. Il a une période d’incubation hépatique de 15-21 jours. Il
provoque une fiévre quarte. Il préfere se développer dans les hématies agées et la schizogonie
intra-érythrocytaire dure environ 72 heures. Il est associé a des faibles parasitémies

inframicroscopiques pouvant durer toute la vie [22].

A la microscopie, les trophozoites ont une disposition en plaque équatoriale de la cellule héte;
les trophozoites jeunes ont une forme en bague avec un anneau cytoplasmique épais et un gros

noyau; les trophozoites agés ont une forme en bague trés épaisse ou forme en drapeau
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(rectangulaire) avec un gros pigment noir, les schizontes ont un aspect en rosace avec 12 noyaux
[22].

Plasmodium knowlesi est génétiquement proche de P. vivax. Mais microscopiquement il peut
poser un probleme de diagnostic différentiel avec P. malariae. Les schizontes comportent 16
noyaux. Il a une période d’incubation hépatique de 5 jours. Il est responsable de fievre

quotidienne avec une schizogonie intra-érythrocytaire de 24 heures [22].

La distribution du paludisme dans les régions endémiques du monde est définie en fonction du
degré d'endémicité. Le paludisme est considéré comme endémique dans les zones ou il y a une
transmission constante au cours d’années successives. Le paludisme est dit hypo- endémique
dans les zones ou la prévalence de l'infection est inférieure a 10%, et méso-endémique dans les
zones ou la prévalence de l'infection se situe entre 11% et 50%. Dans les régions ou la
prévalence de l'infection est supérieure & 50%, les zones sont définies comme hyper-

endémiques et holo-endémiques au-dela de 75% [22].

Au Mali, Pr. Doumbo et al ; ont décrit en 1992 cinq facies épidémiologiques de la transmission
du paludisme :

(i) une zone a transmission saisonniére longue de 6 mois ou plus (dans la région de Sikasso
avec plus de 1000mm d’eau/an)

(if) une zone a transmission saisonniere courte de 4 mois ou moins (correspond au Sahel avec
une pluviometrie de 600 - 800mm d’eau/an)

(ii) une zone a transmission bimodale (zone de retenue d’eau, riziculture, barrage et delta
intérieur du fleuve Niger)

(iv) une zone hypo-endémique peu propice a la transmission (dans les villes)

(v) une zone sans transmission avec des épidémies de paludisme (correspond aux régions

saharo-sahéliennes, avec une pluviométrie de moins de 200mm d’eau/an).
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Tableau I: Différents espéces et stades de plasmodium sur frottis mince

Diagnostic du paludisme : Plasmodium a divers stades. Aspects sur frottis minces

Plasmodium Plasmodium [ Plasmodium Plasmodium
Sfalciparuam vivax ovale malariae

Trophozoites
jeunes

o
|
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o
@ %
&> &
D &

Source : http://www.ledamed.org/IMG/html/i811 _1.jpg .Date d’acces 17-04-2018

| Trophozoites
agés

Schizontes
rosaces

Gameétocytes

Hraabtor = N [

1.4 Cycle biologie de Plasmodium

Tous les parasites du paludisme ont besoin de deux hotes dans leur cycle de vie: I'h6te définitif
ou a lieu le développement sexuel (anophéle femelle) et I'hdte intermédiaire (I'homme par
exemple) ou se produit le développement asexuel.

Le parasite sous forme de sporozoite est injecté dans le sang chez I’homme par la piqire de la
femelle de 1’anophéle, diptére culicidé et vecteur, a 1’occasion d’un repas sanguin. Les
sporozoites gagnent le systeme veineux porte qui les véhicule vers le foie en trente minutes —
une heure. C’est la schizogonie hépatique. Des travaux ont montré que certains sporozoites
restent plus longtemps au niveau des ganglions lymphatiques, constituant un premier point
d’interaction avec le systéme immunitaire de 1’hote [26]. Arrivés au niveau du foie, le
sporozoite traverse plusieurs membranes cellulaires y compris celle des cellules Kupffer et
d'autres hépatocytes, pour finalement choisir un hépatocyte dans lequel le développement du
parasite se poursuit [27 ;28]. Une multiplication intense se produit formant un corps bleu. Dans

le cas de P. vivax et P. ovale, certains sporozoites restent a I'état latent sous formes dormantes,
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dénommeées hypnozoites, responsables des acceés de reviviscence a distance. A maturité le corps
bleu est lysé et il libére a partir de chaque sporozoite, 20-30000 mérozoites. Ces mérozoites
sont libérés en paquets sous forme d’amas nommés mérosomes qui circulent dans le sinus
hépatique et arrivés au niveau du capillaire extra hépatique, les mérozoites individuels sont
libérés dans le torrent circulatoire. Chaque mérozoite va envahir un érythrocyte et entamer le
cycle de la schizogonie érythrocytaire. A I'intérieur de I’érythrocyte, chaque mérozoite va
former un anneau, ensuite un trophozoite mur, puis un schizonte. A maturité 1’érythrocyte
infecté éclate et libere les mérozoites de seconde génération. En fonction de 1’espéce, chaque
schizonte donnera 8 a 32 mérozoites. L’¢éclatement synchrone des érythrocytes infectés est
accompagné de libération de médiateurs chimiques qui déclenchent 1’accés fébrile. Dans le cas
de P. falciparum, P. vivax et P. ovale cet événement se produit toutes les 48 heures donnant la
fievre tierce. Dans le cas de P. malariae 1’éclatement synchrone survient toutes les 72 heures
engendrant la fievre quarte. Pour P. knowlesi, I'éclatement synchrone des schizontes survient
toutes les 24 heures. Au bout d’un certain nombre de cycles érythrocytaires, certains mérozoites
se différencient en formes sexuées : les gamétocytes male et femelle. Ces formes sont
infectantes pour le moustique, hote vecteur, permettent le cycle sporogonique et 1’échange
génétique entre les populations parasitaires (une des sources de diversité génétique) et la

transmission a 1’h6te humain.

Au moment d'un repas sanguin, en absorbant le sang la femelle anophéle ingére tous les stades
parasitaires et les éléments du sang. Seuls les gamétocytes échapperont en partie a la digestion
en se transformant en zygote/ookinete. Le gamétocyte femelle suivra un processus biologique
de maturation pour se transformer en macrogamete femelle & n chromosomes. Le gamétocyte
male va subir un processus d'exflagellation, et donner des gamétes males a n chromosomes.
Chague gamétocyte male donne naissance a 6-8 microgametes filiformes qui vont entrer en
compétition pour féconder le macrogaméte femelle ; un seul y parviendra formant le zygote. Le
zygote évolue en ceuf mobile ou ookinete qui se déplace, traverse la membrane péritrophique

et échappe ainsi a la digestion du contenu de 1I’estomac du moustique.

L’ookinete se fixe sur la paroi externe de I’abdomen du moustique et se transforme en oocyste.
L’oocyste se développe et a maturité, éclate pour libérer plusieurs centaines de sporozoites. Les
sporozoites sont fusiformes et mobiles ; ils se déplacent vers la glande salivaire du moustique
qu’ils envahissent. Ici ils deviennent infectants, en 1’attente d’un prochain repas de sang au
cours duquel ils seront injectés avec la salive du moustique chez un hdte humain, bouclant ainsi

le cycle évolutif du parasite [7].
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Figure 1 : Cycle du développement du Plasmodium avec les différents candidats vaccins

Source: https://openi.nim.nih.gov/imgs/

1.5 Historique du paludisme

Le paludisme est connu et redouté depuis trés longtemps, il est aussi connu sous le nom de
malaria, venant de I’italien « mal aria » qui signifie « mauvais air ». Ce nom lui a été attribué
car les personnes infectées vivaient dans des régions marécageuses dégageant des odeurs

nauséabondes.

La découverte sur le paludisme débute en 1717 avec Giovanni Lacissi, un clinicien italien ayant

établi le lien entre la présence des moustiques et de la maladie.

En 1880 Alphonse Laveran, grace aux autopsies pratiquées sur les corps de paludéens, découvre
des éléments pigmentés dans les GR des malades atteints de fiévre appellera alors Oscillaria

Malaria. On le nommera Hématozoaire et le rangera finalement dans la classe des Plasmodiums.

En 1897, Ronald Ross medecin britannique démontre que la transmission du paludisme des

oiseaux est assurée par des moustiques. En étudiant d’autres moustiques, il découvre des formes
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de Plasmodium falciparum dans leur tube digestif. Cette découverte montre que c’est bien les

moustiques femelles qui piquent et non les males.

Grassi, Giuseppe Bastianelli et Amico Bignami décrivent par la suite le cycle de développement
du Plasmodium. En 1930 on a fait la découverte de la 5° espéce, Plasmodium knowlesi chez un

macaque. En 1965, premier cas de transmission naturelle a I’homme [29].

1.6 Répartition géographique

Le paludisme sévit surtout dans les pays pauvres des zones tropicales et intertropicales.

En Afrique, le paludisme est assez rare au Nord ou il sévit sous forme de foyers limités avec
essentiellement P. vivax et P. malariae. Dans la zone intertropicale, I’infection palustre est
endémique et largement répandue, avec une coexistence des especes P. falciparum, P. malariae

et a un moindre degré P. ovale et une description récente de P. vivax.

En Asie, le paludisme existe au Proche Orient (Turquie), dans le sous-continent indien, au Sri-

Lanka, en Birmanie, en chine, en Indonésie et au Sud-Est.

En Amérique, la région du Nord est indemne de paludisme. L’affection est par contre fréquente

au Centre et au Sud.

En Océanie, certaine Tles sont fortement impaludées comme la Nouvelle-Guinée, les Tles
Salomon et le Vanuatu, alors que d’autres sont totalement indemnes de paludisme comme la

nouvelle Calédonie, le Tahiti et la Nouvelle-Zélande.

En Europe, le paludisme a été éradiqué et a disparu de ses anciens foyers. Mais on observe le
paludisme d’importation, comme en France, qui est en pleine augmentation du fait de 1’essor

des déplacements vers les pays tropicaux et une chimio-prophylaxie mal observée [30].
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Figure 2: Cartographie de la répartition géographique du paludisme dans le monde

Source : https://www.pharmacovigilanceiledefrance.fr/detail/items/179.html

2. Immunité anti-palustre

Elle se développe graduellement aprés une longue exposition aux infections plasmodiales a
répétition dans les zones ou le niveau de la transmission est €levé (zone stable). L’ immunité
stérilisante semble trés rare puisque la prévalence parasitaire chez 1’adulte approche 100% dans
les zones endémiques [31]. Les mécanismes exacts soutenant I’acquisition de I’immunité au
paludisme sont mal compris, mais il est clair que les réponses innées jouent un réle important
[32].

Le systéme immunitaire humain comprend deux branches : 'immunité innée présente a la
naissance, de mise en place rapide, non spécifique et ’'immunité acquise, spécifique et de mise
en place lente. Ces deux branches sont nécessaires et coopérent pour assurer une réponse

immunitaire anti-palustre efficiente.

2.1 Notion de résistance naturelle
A I’inverse des personnes souffrant de paludisme grave, certains individus sont moins sensibles,

voir méme réfractaires, a I’infection primaire. Cela peut s’expliquer par :

= Certaines anomalies génétiques altérant le développement du parasite dans le globule

rouge. Il s’agit de :
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» Hemoglobinopathies : Ce sont des types hémoglobiniques capable d’inhiber la
croissance intercellulaire de P. falciparum.
- L’Hb S semble protéger les paludéens contre de fortes parasitémies [33].
- L’Hb F inhiberait la croissance de P. falciparum, ce qui expliguerait en partie,
la rareté des acces palustres chez le nourrisson [34].
- Les désordres quantitatifs portant sur une chaine hémoglobinique (thalassémie)
peuvent aussi ralentir la croissance du Plasmodium [33].
» Ladéficience en G6PD aurait aussi un réle protecteur [35].
= [’absence de molécules de surfaces du globule rouge indispensable a la pénétration du
parasite, telles que :

» La molécule du groupe Duffy pour P. vivax et P. knowlesi [36 ;37]. Par contre une
étude menée a Bandiagara a montré que des populations Duffy négatif sont de plus
en plus atteint par P.vivax [38].

» Le polymorphisme du complexe des groupes sanguins ABO joue un role dans
I’évolution du paludisme. Il a ét¢ montré que les individus du groupe sanguin O
étaient plus protégés contre le paludisme grave comparativement aux individus des
autres groupes sanguins. Le groupe sanguin A, a quant a lui été associé au paludisme
sévere (Rowe et al, 2007)

> La glycophorine A: Des globules rouges humains déficients en une glycoprotéine
de membrane (la glycophorine A) sont résistants a 1’infection par P. falciparum
[37].Cette glycoprotéine pourrait étre un des récepteurs membranaires impliqués

dans I’invasion par P. falciparum.

Il existe probablement d’autres mécanismes naturels de protection contre les stades

érythrocytaire mais aussi exo-érythrocytaire du paludisme.

Cependant, I’infection par Plasmodium engendre chez 1’hdte des réponses immunitaires. Il

s’agit de réponses non spécifiques dites innées et spécifiques ou acquises.

2.2 Immunité innée dans le paludisme

2.2.1 Role des cellules

2.2.1.1 Les granulocytes

Les granulocytes ou polynucléaires sont des leucocytes caractérises par un noyau polylobé et
la présence de granules dans leur cytoplasme. Il existe 3 types de granulocytes : polynucléaires

neutrophiles, éosinophiles et basophiles.
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Les neutrophiles sont les plus nombreux et représentent les premiéres cellules phagocytaires.
Il a été montré qu’ils sont capables de phagocyter les mérozoites [39]. lls expriment & leur
surface des récepteurs pour la fraction Fc des immunoglobulines et des récepteurs du
complément. Ce qui facilite la phagocytose des parasites par I’intermédiaire du complément et
des anticorps présents dans les sérums d’individus exposés [39]. Des cytokines telles que le
TNF-a, IFN-y, le GM-CSF et IL-1P activent les neutrophiles et induisent significativement la
phagocytose des mérozoites [40].

L’expression du Human Leucocyte Antigen-B35 a ét¢ aussi associée a la résistance a I’infection

palustre [41].

2.2.1.2 Monocytes/macrophages

Les monocytes ont pour origine la moelle osseuse et sont libérés dans la circulation
périphérique. Ce sont de grosses cellules mesurant 15 a 30 um, avec un noyau en fer a cheval
caractéristique. La membrane plasmique a un contour irrégulier et le cytoplasme contient de
nombreux lysosomes. Ils représentent 5-10% des leucocytes et sont morphologiquement et

fonctionnellement hétérogenes [42].

Le marqueur spécifique des monocytes est le CD14. lls peuvent exprimer également le CD16

et la co-expression de CD14 et de CD16 permet de distinguer 3 sous-classes de monocytes :

- les monocytes CD14++CD16- dits «monocytes classiques» ; ayant pour role le recrutement

des neutrophiles sur le site de I’inflammation.

- les monocytes CD14+CD16+ appelés «monocytes pro-inflammatoires» secrétant de
cytokines pro-inflammatoires et

- une population dite intermédiaire exprimant CD14++CD16+ appelés aussi monocytes anti-

inflammatoires, secrétant principalement I’IL-10.

Les monocytes se différencient en macrophages dans les tissus. Ces macrophages sont groupés

en sous-populations ayant des fonctions différentes selon leur mode d’activation.

Les monocytes/macrophages secretent des facteurs solubles comme les cytokines et libérent
I’oxyde nitrique (NO), les radicaux libres oxygénés (Oz-, OH") et le peroxyde d’hydrogéne
(H20.). Ces monocytes peuvent également inhiber la croissance des parasites par le mécanisme

d’inhibition cellulaire dépendante des anticorps (ADCI) [43].
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2.2.1.3 Les cellules dendritiques
Les cellules dendritiques (CDs) constituent la premiére ligne de défense du systeme
immunitaire. Elles sont issues de la moelle osseuse et se subdivisent en deux groupes : les CDs

myeloides et les CDs lymphoides [44].

Les CDs lymphoides dérivent de cellules précurseurs issues de la moelle osseuse et colonisent
primairement et secondairement les tissus lymphoides (thymus, rate, foie et ganglions

lymphatiques) et y résident [45].

Les CDs ont une capacité migratoire et de présentation d’antigénes au niveau des organes
lymphoides secondaires plus accrue que les macrophages qui vivent et meurent sur place apres

recrutement par les tissus. Ce sont les cellules présentatrices d’antigénes professionnelles [45].

Les CDs sont fondamentales pour I’initiation de la réponse immune par éducation des cellules

B et T, qui sont les cellules effectrices de I’immunité acquise.

Les différents sous-groupes de CD sont reparties dans les tissus périphériques et dans le sang,
reconnaissent les molécules de surface exprimées par les microbes et sécrétent des cytokines.
Sous I’influence d’un stimulus inflammatoire, les CDs sont activées et entament leur processus

de maturation conduisant a ’activation et a ’initiation de la réponse cellulaire T [45].

2.2.1.4 Les cellules tueuses naturelles
Les cellules tueuses naturelles (Natural killer ou NK) sont des types de lymphocytes, qui sont
principalement trouvés dans le sang périphérique, la rate et dans la moelle osseuse. Elles

constituent un composant important du systeme immunitaire inné [45].

Ces cellules jouent un réle majeur dans la destruction des cellules infectées par les virus et des
tumeurs. Leur role dans la protection contre I’infection palustre reste encore a étre élucidé. Il a
été prouvé que ’activité des NK augmente chez les sujets infectés par le Plasmodium et que
cette activité dépend de la parasitémie et du taux d’IFN-y. Une autre étude a montré que lorsque
les cellules mononuclées du sang périphérique sont exposées aux globules rouges parasités, les
NK sont les premiéres a produire I’IFN-y [46]. La production d’IFN-y semble étre liée a la fois
a un contact direct entre les globules rouges parasités et les cellules NK et aussi a la présence

des cellules accessoires lymphoides et myéloides [45].

2.2.1.5 Les cellules T tueuses naturelles (NKT)
Les cellules T tueuses naturelles (Natural killer T cells : NKT) sont des cellules de I’immunité

innée récemment décrite et ayant les méme caractéristiques que les cellules NK et les cellules
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T. Leur capacité a produire une grande quantité de cytokines aprés activation leur permet

d’établir une immunité innée et adaptative [47].

L’activation des cellules NKT leur permet le recrutement et 1’activation des cellules
dendritiques, des NK, des CD4+ et CD8+. Le rdle des cellules NKT comme cellule T helper
dans la régulation de la réponse humorale anti-palustre in vivo a été confirmé plus tard par

deux études indépendantes.

Les cellules NKT semblent ne pas avoir un réle clair dans la réponse immune contre le stade
érythrocytaire [45].

2.2.1.6 Les cellules T gamma-delta

Ce sont des sous-classes de lymphocytes ayant plusieurs caractéristiques des cellules de
I’'immunité innée, qui leur permet une activation rapide apres la reconnaissance des ligands.
Les cellules Tyd réagissent avec une grande variété de cellules incluant les cellules de
I’immunité innée, les cellules T, les cellules B aussi bien que les tissus non-immuns. Elles
induisent les réponses innée et adaptative et peuvent promouvoir la réparation et la cicatrisation
[48].

Elles ont les mémes caractéristiques que les cellules NK et NKT, telle que la capacité de
secréter une grande quantité de cytokines pro-inflammatoires et une activité cytolytique contre
les tumeurs et les pathogenes. Il est connu que les Tyd constituent une forme de cellules a part
de la réponse immune contre Plasmodium falciparum. II a été observé que les cellules T 3
inhibent le développement des formes asexuées sanguines de P. falciparum par le mécanisme
de cytotoxicité dépendant de I’exocytose des granules. En plus des études ont montré que P.
falciparum induit une expansion des T 0 jusqu’a 30% des cellules T circulant chez I’homme

suggeérant leur réle potentiel dans la clairance des parasites [49].

2.2.2 Roéle du complément

Le complément est présent dans le sérum d’une fagon naturelle en dehors toute stimulation
antigénique. Ce systeme nommé par C joue un réle important dans la défense contre les
pathogéenes par 1’opsonisation, la réponse inflammatoire, 1’élimination des complexes antigeéne-
anticorps ou par destruction des pathogenes. Il est constitu¢ d’une trentaine de protéines
membranaires et plasmatiques [50].

Le systeme de complément connait trois voies d’activation :

- La voie classique ; activée par reconnaissance d’un complexe antigéne-anticorps

- La voie alterne ; par fixation directe sur le pathogéne
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- La voie des lectines ; par fixation des polyosides sur la surface des pathogénes

Ces trois voies différent par leur mode d’activation. Elles aboutissent toutes a la formation de
deux complexes & activité enzymatique : C3a et C5a convertases [50].

Au cours du paludisme le systeme du complément est activé par les antigenes exprimés a la
surface des globules rouges parasités [51 ; 52].

L’hémoglobine et I’hématine libérés par la lyse intravasculaire des érythrocytes infectés par

P. falciparum ont des propriétés inflammatoires et peuvent activer le complément [53 ; 54].

Chez des enfants faisant le paludisme simple un taux faible de C3, C4 et C1qui a été observé.
Selon I’étude de Wenish, I’activation de la voie classique aussi bien que de la voie alterne est
associée a une augmentation de bébé, Scbb-9 et de C4d [52].

La voie des « Mannose Binding Lectines »(MLB) quant a elle pourrait étre activée par la
liaison des lectines aux érythrocytes infectés. Ainsi un déficit en lectine liant les mannoses,
peut compromettre la capacité de I’organisme a lutter contre le paludisme [55 ; 56]. Les
fractions C3a et C5a obtenues par clivage de C ont des propriétés chimiotactiques permettant

le recrutement des cellules inflammatoires [57].

2.2.3 Immunité adaptative dans le paludisme

L’immunité adaptative se caractérise par sa spécificité pour I’agent pathogene. Son apparition
remonte environ a 200 millions d’années avec I’acquisition de nouveaux outils et la mise en
place de mécanismes plus complexe de défense de 1’organisme [50].

Les mécanismes précurseurs de cette immunité ne préexistent pas mais s’acquierent
spéecifiquement face a un pathogéne donné. Ainsi les effecteurs sont conservés et mis en
mémoire. Le systéme immunitaire se construit au cours de la vie de I’individu en fonction des
micro-organismes qu’il rencontre.

Les composants humoraux aussi bien que cellulaires participent a I’immunité adaptative [50].

2.2.4 Roélesdes lymphocytes T et B dans le paludisme :

L’activité phagocytaire des cellules de la lignée monocyte/macrophage et des polynucléaires
neutrophiles vis-a-vis des hématies parasitées, ou des parasites libres et de leurs débris, a été
rapportée depuis longtemps [58]. Cette phagocytose est directe ou indirecte.

L’internalisation du matériel parasitaire ou érythrocytaire par le macrophage sera suivie d’une
protéolyse des antigénes de Plasmodium et certains de leurs dérivés peptidiques seront
sélectionnés et exprimés a la surface cellulaire, en association a des molécules de présentation

des antigenes, des molécules HLA. Leur reconnaissance par le TCR des cellules T déclenche
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I’activation des lymphocytes T qui possedent un réle critique en tant que cellule effectrices dans
I’immunité contre les stades sanguins.

Les lymphocytes T CD8+ interviennent directement par une activité cytotoxique. Les cellules
T CD4+ agissent indirectement par le controle et ’activation d’autre cellule effectrice via les
lymphokines. En effet des études menées chez la souris ont montré que deux des fonctions des
CDA4+ les plus connus, a savoir la stimulation des monocytes/macrophages comme cellules
effectrices de la réaction inflammatoire et la coopération avec les lymphocytes B dans la
synthese des immunoglobulines sont accomplies par deux sous populations différentes [59; 39].
Dans le premier cas il s’agit de Th1 (T helper type 1) et dans le second des Th2 (T helper type
2) ; ces différentes cellules secretent de nombreuses cytokines [60].

Les lymphocytes Thl seraient impliqués dans la réponse immunitaire dirigée contre les stades
pre-érythrocytaires et érythrocytaires [61]. Lorsqu’elles sont activées par les Ag parasitaires,
elles secrétent entre autres des médiateurs comme 1’IL-2, I’'IFNy, la lymphotoxine ou le TNFf
et I’IL-3. Les cytokines produites par les lymphocytes Th2 sont I’IL-4, I’IL-5, I’IL-10 et I’IL-
13 qui favorisent la production d’Anticorps par les cellules B [62]. D’autres sous populations
ont été décrites plus tard notamment les Th17 et les T reg. Le rdle des cellules Th17 et des T
reg dans la protection contre le paludisme reste a explorer. Les cellules T CD8+ se subdivisent
en trois sous-groupes selon 1’expression de CD62 et de CD127. Les cellules T mémoires
expriment a la fois CD62 et CD127L : CD62L+ CD127+ [45].

Les lymphocytes B arrivent & maturation au sein de la moelle osseuse. Lorsqu’ils quittent cette
derniére, chacun exprime sur sa membrane un récepteur de liaison a 1’antigéne spécifique. Le
récepteur des cellules B (BCR, de B-cell Receptor) est constitué principalement d’une molécule

d’anticorps membranaire qui ne reconnait qu’un seul antigéne donné.
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Innate immunity = == Adaplive immunity
(rapid response) Enas (slow response)

Figure 3 : Réponse immunitaire innée et adaptative

Source : Nature Reviews Cancer 2004

2.3 Immunité humorale dans le paludisme
Les cellules B, les seules capables de se différencier en plasmocytes sécréteurs d’anticorps,

jouent un role important dans I’immunité humorale. Elles constituent 15% des lymphocytes

[45].

Dans la rate le centre germinatif est 1’un des sites essentiels pour I’initiation et la prolifération
des cellules B activées. En réponse aux antigénes trois évenements importants de
différenciation des cellules B prennent place dans le centre germinatif : a) la maturation de
I’affinité, b) la commutation isotypique des immunoglobulines et c) la constitution de cellules
B mémoires qui se différencie rapidement dans le plasma lors d’un second contact avec

I’antigene [45].

Chez les sujets vivant en zone d’endémie palustre, I’infection induit une forte réponse humorale
avec production d’IgM et IgG ainsi que d’autres isotypes [63].
Plusieurs études sont en faveur d’un réle prépondérant des anticorps dans I’immunité contre le

Plasmodium :

M. Adama Ouattara Theése de Pharmacie Page 20



Etude comparative des réponses anticorps IgG des différentes visites de I'essai vaccinal Pfs230D1M-EPA/ASO1 et Pfs25M-
EPA/ASO1 chez les volontaires adultes a Sotuba Mali

Le transfert passif d’IgG purifiées de s€rums immuns aux sujets non immuns protege contre le
paludisme [64].
Les nourrissons sont protégés contre le paludisme pendant les premiers mois de leur vie grace

aux anticorps maternels d’isotypes IgG [65].

Dans des études longitudinales, la prévalence et le niveau des anticorps anti-plasmodiaux
étaient associés a la protection contre le paludisme clinique [66].

Les mécanismes effecteurs des anticorps sont : 1’opsonisation, la neutralisation ou le blocage,

’activation du complément et de la cytotoxicité anticorps dépendante. Les sous-classes d’IgG,
particulierement les sous classes cytophiliques IgG1 et 1gG3 jouent un rdle important dans
I’'immunité anti-palustre. Ces anticorps cytophiliques se fixent par leur fragment cristallisable
(Fc) aux récepteurs des monocytes, conduisant a l’activation de ces cellules lesquelles
inhiberaient la croissance du parasite. C’est le mécanisme d’ADCI [67].

Par ailleurs des cas de protection liée a un taux élevé d’IgG2 ont été rapportés. Une étude plus
récente a montré que le génotype FcyRII a R131H peut influencer les réponses des sous classes
d’IgG ala protection contre le paludisme et les porteurs de I’alléle H ont un niveau élevé d’IgG2
chez les peulhs. Il existe une association entre le taux d’anticorps et la protection contre le
paludisme. La réponse anticorps peut étre influencée par 1’age, 1’exposition, le taux de

transmission et les facteurs génétiques de 1’hote [45].
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Figure 4: structure de gamma immunoglobuline G (1gG)

Source : https://www.news-medical.net/

2.4 Immunité bloquant la transmission du paludisme

L’immunité dirigée contre les stades sexués peut étre divisée en deux types. Le premier type
correspond a I'immunité dirigée contre les gamétocytes chez 1’hote humain et le second
I’immunité contre les stades sexués chez le moustique. Par ailleurs chez le moustique, des
études ont montré que des protéines antigéniques de surface communes au gamétocyte et au
gameéte telles que Pfs48/45 et Pfs230 ainsi que certaines du zygote et de I’ookinéte (Pfs25) sont

in vitro des cibles potentielles d’anticorps monoclonaux bloquant la transmission.

Des serums bloguant la transmission ont été trouvés chez des individus vivant en région
endémique lors d’¢tudes réalisées en Afrique et en Asie. L’activité bloquante de sérums
d’individus vivant en Nouvelle Guinée était associée a la présence d’anticorps dirigés contre
I’antigéne Pfs230 alors que celle observée au Cameroun était associée aux taux d’anticorps

dirigés contre Pfs48/45.

Le complément reste actif pendant plus de 8 heures dans I’abdomen du moustique. Des études

in vitro ont montré que les anticorps anti-Pfs230 et anti-Pfs48/45 en coopération avec ou sans
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le complément provoquent la lyse rapide des gameétes et du zygote chez le moustique. Les
anticorps agissant sans la coopération du complément provoqueraient un encombrement
stérique afin de prévenir la fécondation comme dans le cas du fragment Fab de 1’anticorps
monoclonal dirigé contre Pfs48/45. Les immunoglobulines G seraient capables d’empécher le
développement de I’oocyste et le fragment Fab a lui seul était capable de prévenir I’enkystement

de I’ookinete dans 1’épithélium de la paroi stomacale.

L’immunité naturelle bloquant la transmission du paludisme peut aussi €tre a médiation
cellulaire. Les mécanismes impliqués sont encore mal connus.

En 1994, I’équipe de Ranawaka démontrait que la cytotoxicité cellulaire dépendante des
anticorps intervenait dans le mécanisme bloquant la transmission en empéchant la fécondation
des gameétes. Des cellules phagocytaires ainsi que certaines cytokines comme I’INF-y, le TNF-
a, les IL-2-4 y participent [68].

2.5 Evasion immunitaire

Dans le paludisme le parasite peut éviter la plupart des mécanismes de défense et assurer sa
survie chez cet hdte immunologiquement hostile, en changeant la composition antigénique de
sa membrane, en se réfugiant dans certaines cellules ou en déréglant le systeme immunitaire de
1'hote. Ces mécanismes d’évasion n’apparaissent que progressivement, en partie sous 1’effet de
la pression des moyens de défense. En effet, le sujet infecté réduit sa charge parasitaire en
s’attaquant essentiellement aux formes jeunes ou libres du parasite tandis que les formes
évoluées, bien adaptées a leur environnement, poursuivent leur développement. Il en résulte un

stimulus antigénique permanent qui maintient les défenses immunologiques de I’héte [69].

On sait que la virulence est liée a I’adhérence de globules rouges parasités a 1’endothélium et
entre eux, pour former des rosettes. Cette adhérence est le fait de la protéine de surface PFEMP1
(Plasmodium falciparum érythrocyte membrane protein-1), codée par les génes de la
famille var, qui est aussi un facteur de virulence. Environ 60 génes var répartis sur les 14
chromosomes du Plasmodium n’expriment jamais qu’une seule protéine par un systéme de
commutation mutuellement exclusive. Cette commutation peut atteindre une fréquence de 2%
par génération. Elle a lieu in situ au stade précoce d’anneaux, elle est apparemment controlée
au niveau de I’initiation de la transcription et un mécanisme épigénétique a été évoqué dans
cette régulation. Ce phénoméne permet une « évasion immunitaire » permanente qui est le

probléme majeur de toute stratégie vaccinale [70].
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3. Vaccination anti-palustre

3.1 Les différents types de candidats vaccin

La mise au point d’un vaccin anti-palustre a connu des progres importants. Plusieurs équipes
de chercheurs, ménent actuellement des travaux orientés sur I’identification, la synthése et
I’emploi d’antigénes vaccinaux issus des stades de développement parasitaire, permettant ainsi

le blocage du cycle.

3.1.1 Lesvaccins pré-érythrocytaires ou hépatiques
Pendant le stade hépatique, le parasite mirit dans les hépatocytes. Une immunité a médiation
cellulaire (la réponse Th1l) est donc pensee comme critique. Cela implique des lymphocytes qui
peuvent alors cibler et détruire les cellules du foie infectées, détruisant ainsi les parasites se
développant. L'immunité spécifique envers les stades hépatiques ne peut étre réalisée que par
une action coordonnée des cellules T CD8 et des anticorps spécifiques, qui collaborent avec les
cellules Natural killer (NK) et les macrophages (MA). L'interféron-gamma (IFN-y) y joue un

réle important [71].

Puisque les antigénes du stade hépatique peuvent étre exposés relativement longtemps,
augmentant avec I'exposition a I'infection naturelle, ils peuvent renforcer la réponse immune du

vaccin [72].

Les vaccins dirigés contre le stade pré-érythrocytaire ont pour objectif de prévenir I’infection
des hépatocytes et/ou de détruire les hépatocytes infectés. Les mécanismes immunitaires
effecteurs comprennent des anticorps contre la surface du sporozoites et I’IFN-y produit par des
cellules CD8+ et T CD4+. Les bénéficiaires principaux sont les enfants dans les zones
endémiques, les voyageurs et les résidents non immuns de zones a faible transmission. Des

candidats vaccins de ce type tels que RTS, S/AS02 et PfSPZ sont en cours de développement.

Le RTS, S/AS02 est constitué de particules chimériques contenant I’antigéne HBs (antigéne S
de I’hépatite B) et une portion de la protéine circumsporozoitaire (CSP) fusionnée a cet
antigene.

D’autres antigénes comme la LSA1, LSA3, PfEXP1, STARP, SALSA et TRAP/SSP2 sont
aussi inclus dans des vaccins contre les stades pré-érythrocytaires en cours de développement
[73].

3.1.2 Les vaccins érythrocytaires

Pendant le stade érythrocytaire, le parasite est caché dans les globules rouges. Puisque les

globules rouges n'expriment pas les molécules du Complexe Majeur d’Histocompatibilité I ou
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I1, la réaction immunitaire est a la charge des anticorps et les processus associés. Par exemple,
la médiation cellulaire cytotoxique dépendante des anticorps et le complément lytique
pourraient jouer un réle dans I'élimination des globules rouges infectés [72].

Les vaccins dirigés contre le stade sanguin asexué ont pour objectif de réduire le niveau de la
parasitémie et la maladie. Ils agissent en permettant le blocage de I’infection des hématies avec
des anticorps et/ou la destruction des hématies infectées. Leurs bénéficiaires seraient les enfants
des zones endemiques. Un exemple de ce type de vaccin est celui basé sur la protéine de surface
MSP-1 développé a I’'Institut Pasteur de Paris. Il s’agit d’une protéine MSP-119 produite par
baculovirus. D’autres vaccins contre les stades asexués erythrocytaires comprennent les
antigénes AMAL, GLURP, HRP- 1, MSP1, MSP2, MSP3, RAP- 2, RESA, SERA ou PfEMP1
[73].

Des mécanismes multiples qui pourraient induire une immunité protectrice ont été identifies,
comme les anticorps qui agissent réciproguement avec les récepteurs superficiels des
érythrocytes et interdisent leur invasion par les mérozoites, les anticorps qui aident a détruire
les parasites intra-érythrocytaires par les monocytes, anticorps directement dirigés contre les
antigénes de surface des mérozoites qui obtiennent une agglutination des mérozoites libres et
facilitent leur phagocytose, ou les anticorps qui empéchent l'attache d'érythrocytes infectés a
I’endothélium vasculaire, pour ne pas mentionner des cytokines comme I'lFN-a, Le TNF-a ou
IL-12, qui peuvent obtenir par médiation la mise a mort du parasite. Le défi majeur rencontré
par les vaccins qui ont pour but de répondre a ce type de questions est le haut polymorphisme
et la variabilité des antigénes du mérozoite [74].

Des chercheurs s’intéressent de plus pres au stade érythrocytaire asexué du parasite de la
malaria, qui cause la maladie clinique. L'immunité des stades érythrocytaires est pensée pour
étre obtenue par médiation par des anticorps qui bloquent I'invasion, opsonisent les érythrocytes
infectés ou les réponses a médiation cellulaire qui éliminent les parasites via une sur-régulation
de médiateurs inflammatoires. Ils sont particulierement intéressés par le rble que les
lymphocytes T CD4 naturels ou induits par le vaccin jouent dans I'immunité a médiation
cellulaire. Ils ont utilisé des modeéles de rongeurs pour comprendre les réactions immunitaires
a l'infection et la pathologie induite par le stade érythrocytaire du parasite. Leurs premiéres
études de souris immunisées avec deux des vaccins candidats principaux, MSP1-19 et AMA-1,
ont démontré que les cellules T CD4 + sont certainement critiques pour l'induction d'une
immunite agissant comme un effecteur (anticorps indépendant) et/ou comme des cellules helper

(anticorps dépendant).
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3.1.3 Les vaccins ciblant le stade sexuel du parasite
La réaction immunitaire aux stades sexuels dépend du transfert de I'anticorps de I'néte chez le
moustique pendant le repas sanguin. L'anticorps humain neutralise alors les stades sexuels avant

qu'il n’ait I’opportunité de mirir et de se développer en sporozoite [72].

Des vaccins contre le stade sexué visent a prévenir la transmission par des anticorps pouvant
bloquer le développement du parasite chez le vecteur. Les récipiendaires de ces vaccins seraient
des populations vivant dans des zones de faible transmission. Ce type de vaccin serait utile en
combinaison avec des vaccins ciblant d’autres stades de développement du parasite. Les

antigénes susceptibles de susciter la production d’anticorps bloquant la transmission

comprennent Pfs230, Pfs48/ 45, Pfs27/ 25, Pfs28, Pfs25 et Pfs16 [73].

3.2 Développement clinique d'un vaccin antipaludique

Le développement clinique d’un vaccin suit une série logique d’évaluations liées les unes aux
autres dans un processus itératif qui vise a définir les caractéristiques du produit en termes de
tolérance, de réponse immunitaire induite, de schéma de vaccination et d’efficacité. Au terme
du développement clinique, le candidat vaccin antipaludique devient un vaccin aux indications
précises. Le développement clinique intervient suite aux études sur le modeéle animal et

représente un parcours de combattant jalonné d’essais cliniques chez ’homme.

Les mode¢les animaux ne peuvent reproduire de fagon satisfaisante I’infection a P. falciparum,
ni la réponse immune qu’induirait un vaccin chez 'homme [75]. Les conclusions de ces essais
ne peuvent étre extrapolées a ’homme de facon fiable. Il est impératif que le candidat vaccin
antipaludique soit testé sur les sujets a risque de paludisme vivant en zone d’endémie, et qui
aussi bénéficieraient le plus du vaccin. Dans le cas des vaccins des stades sanguins asexués, les
essais d’efficacit¢ a petite échelle, conduits en zone de forte incidence du paludisme
apparaissent comme le chemin le plus court dans le développement clinique pour arriver a un
produit fini et commercialisable [76 ; 77]. Ces essais en zone d’endémie exigent qu’ils y existent
des sites capables de les conduire. Les candidats vaccins antipaludiques doivent étre
rigoureusement évalués. Les études sur I'efficacité et les effets secondaires interviennent avant
et apres la mise sur le marché du vaccin pour usage. Les évaluations avant la mise sur le marché
("prelicensing vaccine trials™) comportent classiquement 3 phases:

3.2.1 Lesessais de Phase |

Ils correspondent a la premicre administration du candidat vaccin chez I’homme. Ces essais

¢valuent la tolérance et I’immunogénicité du candidat vaccin. Le nombre de volontaires est
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réduit : environ 10-120 personnes, d’abord chez les adultes puis chez les enfants. En phase I on
peut aussi tester différentes doses et différents schemas de vaccination. Les essais en phase |
portant sur des participants non exposes au paludisme ont été dénommés essais de phase la et
ceux chez les participants vivant en zone d'endémie et naturellement exposés au paludisme ont

été dénommes essai de phase Ib.

3.2.2 Lesessais de Phase Il

Le but de ces essais est d’établir la preuve de la protection conférée par le candidat vaccin. Un
effectif plus important est inclus (n=200-600) ; cette phase évalue [D’efficacité,
I’immunogénicité et continue d’évaluer la tolérance du vaccin. On distingue les essais de phase
2a, ou la protection est évaluée suite a « un challenge artificiel » ; c’est-a-dire a une épreuve
d’infection expérimentale des participants. Les essais de phase 2b portent sur les populations

réellement a risque et exposées a 1’inoculum parasitaire naturel.

Dans le processus du développement clinique, la décision critique de poursuivre le

développement du vaccin, est prise suite aux résultats obtenus en phase I1.

3.2.3 Lesessais de Phase Il

IIs confirment I’efficacité du candidat vaccin qui a donné ses preuves en phase II. Ces essais
portent sur un grand échantillon (n=1200-15000) Les critéres de jugement peuvent comprendre
la mortalité liée au paludisme ou I’incidence des formes graves et compliquées. La phase III
permet aussi d'évaluer le niveau et la durée de protection, I'importance des effets secondaires
dans une plus large population. Les résultats de phase III sont critiques pour I’obtention de

[’autorisation de mise sur le marché.

3.2.4 Lesessais de phase IV

Ces essais comportent les évaluations aprées la mise sur le marché ("post-licensing monitoring™)
du vaccin. Il s’agit non seulement de 1'évaluation continue de I'efficacité du vaccin, mais aussi
de l'amélioration des pratiques vaccinales et de la détection des effets secondaires rares. Ils
visent a améliorer le mode d'administration, a réduire au maximum les doses, a mettre au point
un systéme de chaine de froid pratique surtout pour les pays chauds, a rechercher d’autres
indications sur le terrain, a mettre au point les grandes lignes opérationnelles pour la conduite
des programmes de vaccinations sur le terrain (formation des agents ou des équipes mobiles,
instruments utilisés, surveillance et évaluation des programmes de vaccination; améliorer et

rationaliser la gestion, extension des zones d'intervention) [78].
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3.3 Les adjuvants vaccinaux
Le terme adjuvant dérive du latin “adjuvare” qui veut dire aider, assister. Il désigne toute
substance capable d’augmenter 1’intensité de la réponse immune dirigée contre un antigene

administré simultanément.

Les adjuvants sont utilisés pour améliorer lI'immunogénicité et I'efficacité du vaccin en
améliorant la présentation de I'antigene aux cellules immunitaires spécifiques de I'antigene dans
le but de conférer une protection a long terme contre les agents pathogénes ciblés. Les adjuvants
sont utilises dans les vaccins depuis plus de 90 ans. Des combinaisons de molécules
immunostimulantes, telles que celles du systeme adjuvant ASO1, ont ouvert la voie a la mise au

point de vaccins nouveaux ou améliorés [79].

Les vaccins sont constitués de molécules antigéniques diluées dans un liquide, mais ces
antigénes en solution n’induisent pas souvent de réponse immunitaire satisfaisante, surtout
quand il s’agit de vaccins atténués qui ne peuvent pas parfaitement imiter une infection naturelle
et des vaccins sous-unitaires qui se reduisent parfois a des simples peptides. Les adjuvants sont
utilisés comme constituant des vaccins et la plupart des temps ils sont indispensables pour
I’installation d’une réponse immune protectrice. L utilisation des adjuvants dans la formulation
des vaccins permet d’obtenir des taux plus €élevés d’anticorps avec moins d’antigene. S’ils sont
efficaces, les adjuvants ne sont pas dépourvus d’effets secondaires car ils peuvent étre
responsables de fievres, d’une allergie, voire méme du déclenchement de maladies auto-
immunes. Les chercheurs s’emploient actuellement a utiliser des adjuvants efficaces avec moins

d’effets secondaires.

3.3.1 Le QS-21: Quillaja saponaria 21 (Stimulon™ QS-21 Adjuvant)

Le QS-21 est un produit naturel dérivé de 1’écorce de Quillaja saponaria, une espéce originaire
du Chili et de I’ Argentine. L’un des premiers adjuvants utilisés dans la formulation des vaccins
pour augmenter I’immunité humorale et a médiation cellulaire. Le QS-21 est une molécule
amphiphile avec une bonne hydrosolubilité. Cet adjuvant a été utilisé dans un essai de phase 111
d’un vaccin thérapeutique contre le mélanome a plus de 100ug par dose. Le QS-21 a été évalué
au cours d’un essai de phase I et II de 31 vaccins différents entre 25 et 100ug de QS-21 avec
un bon profil de tolérance. L’adjuvant QS-21 a entrainé chez la souris une stimulation de la
réponse humorale avec un bon titre d’anticorps spécifiques IgGl, IgG2b, et IgG2a.
Généralement administré par voie intramusculaire ou sous-cutanée, QS-21 est également

efficace par voie nasale ou orale. Le QS-21 a entrainé une augmentation de la protection de
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I’homme par les candidats vaccins recombinants antipaludiques et une stimulation des

lymphocytes T cytotoxiques dans un essai de phase | [80].

La récente synthese de molécules actives de QS-21 a fourni une méthode robuste pour produire
cet adjuvant de vaccin de grande pureté ainsi que pour produire de nouveaux congéneres
synthétiques QS-21 congus pour induire une réactivité immunitaire accrue et une toxicité
réduite [81].

3.3.2 Le MPL : Monophosphoryl lipide A
(3-Q-desacyl-4’-monophosphoryl lipide A ; 3D-MLA)

Le MPL est un dérivé du Lipopolysaccharide (LPS) de Salmonella minnesota R595, qui
conserve la partie lipidique A immunologiquement active de la molécule mere. Utilisé dans la
formulation des vaccins, le MPL est généralement utilisé avec un veéhicule (émulsion huile
dans eau) qui donne une liaison étroite avec 1’antigeéne, ce qui augmente son activité. Le MPL
est soluble dans 1’eau et dans I’huile, mais cette solubilité est significativement diminuée en
présence des cations métalliques divalents. Des essais cliniques de phase I/l ont montré que le
MPL est bien toléré.

3.3.3 Alhydrogel®

L’ Alhydrogel est composé de sels d’hydroxyde d’aluminium AIOOH.

C’est un adjuvant couramment utilisé dans la recherche immunologique. La procédure consiste
a adsorber 1’antigéne sur le gel d’hydroxyde d’aluminium a fin de permettre une présentation
optimale des antigénes aux cellules présentatrice d’antigéne et améliorer ainsi la réponse
immunitaire aux vaccins.

Les sels d’aluminium induisent de bonnes réponses de I’'immunité humorale (lymphocytes B
et lymphocytes Th2 CD4+). En revanche, ils induisent peu ou pas de réponses d’immunité
cellulaires (lymphocytes Thl CD8 + cytotoxiques).

3.34 AS01

ASO01 est un systeme adjuvant vaccinal a base de liposomes contenant deux immunostimulants:
le 3- O -désacyl-4’-monophosphoryl lipide A (MPL) et la saponine QS-21.

Les effets de ASOL sont rapides et transitoires, localisés au muscle injecté et au ganglion
lymphatique drainant.

AS01 est efficace pour promouvoir les réponses immunitaires a médiation par
les lymphocytes T CD4 * et constitue un adjuvant candidat approprié pour I'inclusion dans des

vaccins ciblant des virus ou des agents pathogénes intracellulaires [79].

M. Adama Ouattara Theése de Pharmacie Page 29



Etude comparative des réponses anticorps IgG des différentes visites de I'essai vaccinal Pfs230D1M-EPA/ASO1 et Pfs25M-
EPA/ASO1 chez les volontaires adultes a Sotuba Mali

3.35 CPG 7909

Le CPG est constitué d’oligodésoxynucléotides  riches en séquences (Cytosine
phosphorothioate et Guanine), que 1’on trouve en quantité dans I’ADN des micro-organismes,
et qui sont des agonistes du TLR9.

IIs induisent des réponses Thl et des réponses lymphocytaires cytotoxiques.

Le CPG 7909 est fabriqué conformément aux normes des bonnes pratiques de fabrication
(cGMP). CPG 7909 utilisé dans I’essai était conditionné dans des flacons stériles a dose unique
de 0,08 pg a 10 mg / ml, formulés dans un tampon salin pour I'administration intramusculaire
(IM).

3.3.6 Lesdiluants : PBS et HSA

Le diluant du vaccin et du Challenge PfSPZ est composé d’une solution saline tamponnée au
phosphate (PBS) et de I’albumine de sérum humain (HSA).

Le PBS utilisé a été fabriqué dans le respect des BPF (GMP) par Sanaria, Inc.

Le PBS et la HSA sont stockés a la température ambiante selon les spécifications (entre 15°C
a 30°C).

3.4 Antigene Psf230

Pfs230, une protéine de parasite qui est exprimée au cours du développement sexuel chez I'h6te
humain comme une grande protéine d'environ 230 kDa, est connu pour contenir diverses
substitutions d'acides aminés a travers la protéine; cependant, la fonction de ces changements
est inconnue. La protéine recombinante Pfs230 domaine 1 (également identifié comme
Pfs230D1M), qui comprend environ 10% de la protéine entiére Pfs230 est également connu
pour contenir des variants alléliques mineures en comparaison NF54 ou le clone 3D7 de NF54.
Pfs230 est aussi a base de cible TBA sur la base des observations faites sur les études chez les
animaux que les anticorps polyclonaux et monoclonaux de I'antigene spécifique conferent des
activités de blocage de la transmission en SMFA. Le précurseur Pfs230 entier de 360 kDa est
exprimé dans les gamétocytes, dans les érythrocytes, et est appelé a devenir une protéine mature
de ~300 kDa aprés translocation a la surface des gametes émergeant fraichement des
érythrocytes. La présence de la protéine Pfs230 est logique avec I'immunité anti-Pfs230
observée chez les populations exposées au paludisme, ce qui a fait penser en anticipation qu'un
vaccin a base de Pfs230 pourrait étre naturellement boosté par l'infection palustre. Dans les
études sur les animaux, pour faciliter la production de protéines recombinantes, plusieurs sub-
domaines N-terminaux avec cette protéine de 300 kDa ont été testés et ont prouvé gu'ils sont

capables d'induire des anticorps fonctionnels pouvant bloquer la transmission. Sur la base de
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ces résultats, utilisant une stratégie qualitative de conception, LMIV a développé et fabriqué un
Pfs230D1M recombinant correspondant a la séquence de positions #542-#736 d'aminoacides
de Pfs230 entier utilisant P. pastoris comme systéme de production. Le Pfs230D1M recombiné
de 20-kDa conjugué a EPA permet d'obtenir une forte activité de blocage de la transmission
chez les souris, les rats et les singes Aotus.

Pfs230D1M-EPA conjugué a I’ Alhydrogel® a été testé en phase chez les adultes aux USA
(2015) et au Mali (2015-2016) sous le numéro NIAID Protocol #15-1-0044 et a démontré une
tolérance et une immunogénicité aussi bien chez les sujets neufs que chez adultes exposés au
paludisme.

Bien que I’adjuvant ASO1 ne soit pas encore dans les vaccins ayant licence, I'un des composants
immunostimulants, monophosphoryl lipide (MPL), est un composant d'un vaccin contre le
papillomavirus humain autorisé de GSK, et le systeme d'adjuvant ASO1 a été un élément clé de
Mosquirix ™ (RTS, S 25 ug / ASO1E) et RTS, S/ AS01B (RTS, S 50 pg / AS01B) qui a été
largement testé chez les enfants et les adultes a travers I'Afrique. Ainsi, le chemin le plus logique
et sir de notre plan de développement clinique TBV était d'évaluer Pfs25M-EPA et
Pfs230D1M-EPA en association avec AS01. Compte tenu de la disponibilité de I'adjuvant de
nos partenaires GSK et un solide profil de tolérance, ASO1E (MPL + 25 pg QS21 formulation
liposomale) plutdt que ASO1B ont été utilisés pour la formulation finale (pour cette étude, ASO1
est ASO1B dilué avec un conjugué / antigéne dans la formulation a une dose équivalente a 25pg
de MPL et 2pg de QS21 dans une dose de 0,5ml). Cela a induit des réponses immunitaires
améliorées avec ASO1B et ASO1E par rapport a Alhydrogel®, tout en maintenant un solide
profil de sécurité, en collaboration avec les principaux vaccins bloquant la transmission des
candidats de LMIV, Pfs25M-EPA et Pfs230D1M-EPA. La présente étude tente d'explorer
I'utilisation de Pfs25M- EPA /AS01 et Pfs230D1M-EPA /AS01 au dosage complet et fractionné
pour déterminer la dynamique de sécurité, I'immunogénicité, l'activité fonctionnelle, et de

blocage de la transmission.
3.5 Antigene Pfs25
Contrairement a Pfs230, Pfs48/45 et Pfsl6, Pfs25 est majoritairement synthétisé chez le

moustique apres la fécondation des gametes males et femelles. C’est le candidat vaccin bloquant
la transmission le plus étudié (Barr et al. 1991). L’infime quantité de protéine exprimée au cours
de la gamétocytogénese n’est pas capable de provoquer une réponse humorale naturelle
détectable. C’est un polypeptide de 25 kDa constitué de 217 acides aminés avec 22 résidus

cystéines et est exprimé a la surface du zygote et de ’ookinete (Vermeulen et al. 1985). La
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séquence GPI (glycosil phosphatidyl inositol) qui ancre la protéine a la membrane est glycosilee
par des résidus de mannose et de glucosamine et contient de 1’acide palmitique et de 1’acide
méristique. La protéine disparait au fur et a mesure de la pénétration de I’ookinéte dans la paroi
stomacale et au cours de la formation de 1’0ocyste. Des anticorps monoclonaux anti-Pfs25 ont
¢té reconnus capables d’empécher la transmission de gamétocytes de sujets naturellement
infectés aux moustiques (Mulder et al. 1994). Quoique les mécanismes de blocage de la
transmission ne soient pas bien connus, Il est reconnu que I'antigéne est trés immunogene et
que P’action de ces mécanismes se situerait dans les étapes de passage de l'ookinéte dans la
paroi stomacale du moustique.

Pfs25 a longtemps été un candidat principal pour une TBV du paludisme, toutefois Pfs25
soluble recombinant est faiblement immunogene. Les chercheurs et collaborateurs du LMIV
ont conjugué chimiquement Pfs25 a I’exo protéine A (EPA), une protéine mutante et détoxifié
de Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa). Ces conjugués ont induit des réponses d'anticorps
significativement plus élevées chez les souris, les lapins et les singes rhésus que le non conjugué
de Pfs25 [82;83]. La protéine conjuguée, recombinant EPA, ne constitue pas une composante
de tous les vaccins homologués, mais a été largement etudié en tant que composant du conjugué
des vaccins contre la typhoide et la shigellose et les études précédentes de phase 1 de TBV du
LMIV / MRTC étaient portées sur Pfs25H, Pfs25M et Pfs230D1M formulés avec
I’ Alhydrogel®.

3.6 ENGERIX-B (vaccin contre I'hépatite B: recombinant)

Est une suspension stérile d'antigéne de surface du virus de I'hépatite B non infectieux (HBsSAQ)
pour administration intramusculaire. 1l contient de I'HBsAg purifié obtenu par culture de
cellules de Saccharomyces cerevisiae génétiquement modifiées, qui portent le géne codant pour
I’antigéne de surface du virus de I'hépatite B. Chaque dose adulte de 1ml contient 20ug
d'HBsAg adsorbé sur 0,5mg d'aluminium sous forme d'hydroxyde d'aluminium. Approuve par
la FDA pour les personnes agées de 20 ans et plus pour une série de 3 doses selon un calendrier
de 0, 1, 6 mois.
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V. METHODOLOGIE

1. Le lieu d’étude :

Notre étude s’est déroulée a Sotuba.

Sotuba est un village périurbain, situé a Bamako en commune | du district, en bordure du fleuve

Niger, composé de ~ 6.500 habitants. La transmission du paludisme y est principalement
saisonniére de juin a Décembre. Cette transmission du paludisme suit la méme saisonnalité qu’a
Bancoumana et Donéguébougou, bien que les taux d'inoculation entomologique soient
historiquement beaucoup plus faibles. Les précipitations annuelles varient entre 800 mm et
1000 mm et se produisent de juin a octobre. L'incidence du paludisme varie de 1,02 a 2,06
épisodes/personne/an dans la tranche d’age de 0-20 ans (Dicko et al, 2007).

Sotuba a été le site de nombreuses études portant sur 1I’épidémiologie du paludisme, 1’efficacité
des médicaments et I’entomologie, menées par le DEAP. L'équipe du DEAP a établi un centre
de santé et de recherche électrifié avec une connexion internet.

Il comprend deux salles d'examen médical, une salle de soins, une pharmacie, une salle d’attente
et deux salles d'observation; des salles supplémentaires pour I’examen des participants. En 2014
le Malaria Research and Training Center (MRTC) en collaboration avec « European

Developing Country Clinical Trial Partenaireship » (EDCTP)/Malaria Médecine Venture
(MMV) a construit un laboratoire annexe muni d’une salle d’attente, d’une pharmacie, d’une
salle de prélévement sanguin, de diagnostic parasitaire, d’analyse biochimique et
hématologique, d’une salle de préparation de mélange réactionnel pour la Polymérase Chain

Réaction (PCR), d’une salle d’extraction d’ADN, d’une salle d’amplification et de révélation.

M. Adama Ouattara Theése de Pharmacie Page 33



Etude comparative des réponses anticorps IgG des différentes visites de I'essai vaccinal Pfs230D1M-EPA/ASO1 et Pfs25M-

EPA/ASO1 chez les volontaires adultes a Sotuba Mali

a 200 4030 km

o 200 400 mi

~Western
Sahara

ALGERIA

MAURITANIA

SENEGAL

JKLayes
Koulikoro

SIERRA
LEONE

Figure 5 : Carte montrant I'emplacement de Bamako, la Capitale du Mali

Source : Institut Géographique du Mali (IGM)

RR14

we¥
Bamako

Zo

Figure 6: Carte montrant I'emplacement du site d'étude de Sotuba, vers le coté Est de
Bamako

Source : Image Google Map, montrant I'emplacement de Sotuba

M. Adama OQuattara Thése de Pharmacie

Page 34



Etude comparative des réponses anticorps IgG des différentes visites de I'essai vaccinal Pfs230D1M-EPA/ASO1 et Pfs25M-
EPA/ASO1 chez les volontaires adultes a Sotuba Mali

2. Période d’étude :
Cette étude s’est déroulée de Janvier 2017 & Décembre 2017
3. Population d’étude

% Description
La population d’étude était composée de volontaires d’hommes et de femmes non enceintes en
bonne santé, 4gés de 18 a 50 ans exposes au risque du paludisme.
Echantillonnage: Une annonce générale a été faite par un griot du village (crieur publique avec
tam-tam), invitant les chefs de ménages et de familles a venir au centre pour s'informer de
I'étude au moment de la permission communautaire. Nous avons procéde au recrutement des
volontaires. Par la suite sur 175 personnes dépistées, 65 volontaires répondant a tous les critéres
d’inclusion, ont été inclus dans I’étude. Par prudence avec d’éventuels problémes de tolérance
des produits a leur premicre expérimentation chez ’homme, les essais cliniques de phase I
utilisent une faible taille d’échantillon.

Les soixante-cing (65) volontaires étaient répartis en quatre groupes :

Groupe 1: Pfs25M-EPA/AS01 (n=15)

* Bras la (n=5), pour recevoir 16ug Pfs25M-EPA/ASO1 a JO, J28, J168

* Bras 1b (n=10), pour recevoir 47ug Pfs25M-EPA/ASO1 a JO, J28, J168.

Groupe 2: Pfs230D1M-EPA/ASO1 (n=15)

* Bras 2a (n=5), pour recevoir 13pug Pfs230D1M-EPA/ASO01 a JO, J28, J168

* Bras 2b (n=10), pour recevoir 40pg Pfs230D1M-EPA/ASO1 a JO, J28, J168

Groupe 3: Pfs25M-EPA/ASO1 et Pfs230D1M-EPA/ASO1 (n=15)

* Bras 3a (n=5), pour recevoir 16ug Pfs25M-EPA/ASO1 et 13pg Pfs230D1M-EPA/ASO1 a JO,
J28,J168

* Bras 3b (n=10), pour recevoir 47ug Pfs2SM-EPA/ASO1 et 40ug Pfs230D1M- EPA/ASO1 a
Jo, J28, J168

Groupe 4: Comparateur (n=20)

« Bras 4a (n=10), pour recevoir Engerix B®4J0, J28 and J168

* Bras 4b (n=10), pour recevoir Engerix B ® 4J0, J28 et J168

4. Type d’étude :

Nous avons effectué une étude expérimentale randomisée, ouverte avec escalade de doses,
congue pour évaluer I’immunogénicité des candidats vaccins chez les adultes de Sotuba en
bonne santé vivant dans un contexte de faible transmission du paludisme.

Le processus de cette étude consistait :
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- A I’obtention du consentement éclairé individuel

- Un dépistage clinique, paraclinique et de laboratoire

- Administration du vaccin: en injection IM (intramusculaire) dans le muscle deltoide. Dont
le schéma était le suivant : 3 doses administrées aux jours 0, 28 et 168.

- Une observation clinique pendant 30 minutes post-vaccinale dans une piece séparée pour
I’évaluation des signes vitaux: température orale, pouls, tension artérielle.

- Puis les participants ont été revus aux jours 1, 3, 7 et 14 post-vaccinations pour 1’évaluation
des signes et symptomes cliniques sollicités et/ou non sollicités.

- Une évaluation clinique et biologique les jours 0, 3, 14, 28, 31, 42, 112, 168, 171, 175,
182, 196, 224, 280 et 336.

- Les prélevements du sang sur les tubes HEPARINE, ces échantillons sont collectés pour
les analyses cellulaires T et B. Ils ont été initialement traités pour la séparation cellulaire et
I’analyse par cytométrie de flux au MRTC. Les PBMCs ont ensuite été conditionnés dans
’azote liquide puis envoyes au LMIV conformément aux procédures standards de 1’étude.

- Les analyses transcriptionnelles ont été effectuées sur le sang total préleve.
Le sang a été prélevé par ponction veineuse et placé dans des tubes PAXGene pour préserver
I'intégrité de I'ARN jusqu'a ce que I'ARN soit extrait. Des spécimens ont été analysés a la
Direction de la recherche des Technologies, NIAID et / ou au NIH Intramural Sequencing
Center. Le profil moléculaire comprenait I'identification de transcrits d'/ARN présent dans tous
les étres humains qui sont induits ou exprimes apres chague vaccination. Cela ne représente pas
un test génétique d'individus ou de leur ADN.

- Les prélevements du sang ont été effectués sur tubes secs (SST) avant chaque immunisation
et aux jours 0, 14, 28,42, 112, 168, 182, 196 et 224 pour le dosage des taux sériques d’anticorps
anti-Pfs230 et anti-Pfs25M.
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Tableau Il ; Calendrier de Vaccinal de Pfs230 et Pfs25

CALENDRIER DE VACCINATION

Day Date
Vaccination#1 0 18-janv-17
Vaccination#2 28 15-févr-17
Vaccination#3 168 10-juil-17

5. Sélection et recrutement des volontaires

5.1 Recrutement

La permission communautaire a été obtenue aupres des notables de Sotuba et des autres

membres de la communauté apres explication du protocole et discussion sur I'étude au cours

d'une rencontre communautaire. Une annonce générale a été faite a travers la radio locale ou

toute autre voie de communication communautaire, invitants les chefs de ménages et de familles

a venir a la clinique pour s'informer de I'étude au moment de la permission communautaire.

5.2

Critéres d'Inclusion

Les critéres d’inclusion étaient basés sur la définition stricte des cas a savoir :

v
v
v

v
v

5.3

Age > 18 et <50 ans.

Disponible pendant la durée de I'étude.

Capable de fournir une piece d'identité a la satisfaction du clinicien de I'étude qui fait le
processus d'enrlement.

Bon état général de santé et sans histoire d'antécédent médical significatif.

Les femmes en age de procréer doivent utiliser une méthode de contraception fiable a
partir de 21 Jours avant le Jour 0 de I’Etude jusqu’a 3 mois apres la derniére vaccination.
Volontaire pour que ses échantillons de sang soient gardés pour des futures recherches.
Volontaire pour participer aux gorgements directs.

Reésidant connu de Sotuba.

Criteres de non inclusion

N’ont pas été inclus dans cette étude tous les volontaires qui avaient les criteres suivants :

v

Grossesse déterminée par un test positif d’urines ou un test de sérum humain

choriogonadotropine (B-hCG).
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v Allaitement en cours.

v' Maladie comportementale, cognitive, ou psychiatrique qui, selon I’avis du chercheur,
affecte la capacité de la volontaire a comprendre et a coopérer avec 1’exécution du
protocole de I’étude.

v' Valeur de I’Hémoglobine, des globules blancs et des plaquettes au-dela de la limite
normale définie par le laboratoire.

v Valeur de I’alanine transaminase (ALT) ou de la créatinine (Créat) au-dela de la limite
supérieure définie par le laboratoire.

v Infection au virus de I'immunodéficience humaine (VIH), au virus de I'népatite C
(VHC), ou au virus de I'hépatite B (VHB).

v Evidence clinique significative de maladie neurologique, cardiaque, pulmonaire,
hépatique, endocrinienne, rhumatologique, auto immune, hématologique, oncologique,
ou rénale dans I'histoire médicale, I'examen physique et/ou aux examens de laboratoire
y compris I’analyse des urines.

v Antécédent d’administration de tout produit expérimental dans les 30 jours précédents.

v’ Participation ou projet de participation a un essai clinique avec un produit de recherche
avant la fin de la visite de suivi du jour 28 apres la derniére vaccination, ou la
participation prévue a une étude de vaccin expérimental jusqu'a la derniere visite de
suivi requise par le protocole.

v" Volontaire ayant eu des problemes médicaux, professionnels, ou familiaux par suite

d’alcoolisme ou d’usage illicite de médicaments dans les 12 derniers mois.

Antécédent d’allergie grave ou de choc anaphylactique.

Antécédent d’asthme sévere.

Préexistence de maladie auto immune ou de maladie avec auto anticorps.

Syndrome d’immunodéficience connu.

Asplénie connue ou asplénie fonctionnelle.

AN N N N YN

Utilisation chronique (>14 jours) par voie orale ou intraveineuse de corticostéroides a
dose immunosuppressive ou de médicaments immunosuppresseurs dans les 30 jours
précédant le début de cette étude.

v" Administration avant de s’inscrire a 1’étude (Jour 0) d’un vaccin vivant lors des quatre
derniéres semaines ou un vaccin inactivé lors des deux derniéres semaines avant de
I’étude.

v" Administration d'immunoglobulines ou de produits dérivés du sang lors des 6 derniers

mois.
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v Administration antérieure de vaccin antipaludique expérimental dans les cing dernieres
années.

v Toute autre condition, qui de l'avis de I'investigateur pourrait bafouer la sécurité et les
droits du participant, interférer avec I'évaluation des objectifs de I'étude, ou rendre le
sujet inapte a suivre les procédures de I'étude.

v Antécédent de réaction sévére aux pigqdres de moustiques.

v Antécédent d'allergie a un des composants du vaccin.

6. Organisation pratique du travail :
Cette étude a éte realisée par trois équipes de recherche. Les laborantins, les cliniciens et les

pharmaciens.

6.1 Consentement
Apres une rencontre avec les autorités sanitaires, une campagne d’information a été faite aupres
de la population quelques semaines avant la premiére vaccination. Elle a consisté en une
rencontre avec le chef du quartier et ses conseillers, les autorités politiques, administratives et
locales de la ville de Sotuba. La rencontre avait pour but d’expliquer le protocole et d’obtenir
la permission communautaire.

Un consentement éclairé individuel écrit de tous les volontaires a été obtenu apres une
explication plus détaillée du protocole a chaque volontaire en langue locale avec un témoin.
Ce consentement ¢était signé et daté par I’investigateur, le volontaire et le témoin ; avec la
permission du mari pour les femmes. Tous les volontaires étaient soumis a un test pour évaluer
le niveau de compréhension du consentement. Et il fallait avoir 80% de bonne réponse pour
continuer le processus d’éligibilité.
6.2 Dépistage
Aprés I’obtention du consentement, les volontaires étaient orientés vers la salle de dépistage
sur rendez-vous. Le dépistage a consisté a identifier le volontaire puis les examens cliniques.
Si éligible, il était orienté vers la salle de prélevement pour effectuer les prélevements prévus
par le protocole a ce stade ; enfin il passait a la vérification par le coordinateur clinique et
recevait un rendez-vous pour la vaccination.
Les prelevements consistaient a prélever le sang dans les tubes SST pour les tests biochimiques
(Créatinine et ALT), HIV, AgHBs, AgHCV, B-hCG pour les femmes et dans le tube EDTA

pour le test NFS (Numération Formule Sanguin).
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L’analyse des échantillons a immédiatement suivi leur réception. En cas de résultat anormal
d’un paramétre, le test était immédiatement répété une fois sur le méme échantillon pour
confirmer la valeur.

Aucun cas d’erreur technique n’a été noté, ni de panne de machine. Un contrdle de qualité des
résultats était effectué apres chaque report dans les dossiers individuels des volontaires a partir
des documents sources que constituent les imprimés des appareils, pour minimiser les erreurs
de transcriptions.

Le laboratoire de biologie clinique a bénéficié des contrdles de qualité interne, effectués sur les
appareils deux fois par semaines. Le contrdle de qualité externe a été réguliérement fait tous les
trois mois.

6.3 Vaccination

Poste d’identification : Ce poste était composé d’un investigateur et d’un guide. Le travail
consistait a identifier chaque volontaire par le guide au départ et aussi a travers le numéro de
dépistage puis a vérifier ’obtention du consentement éclairé. Aprés cette vérification de
I’identité, le volontaire était dirigé, vers les postes cliniques au cours de 1’étude.

Poste clinique : Composé de médecins tenant chacun une salle de consultation médicale.
L’examen clinique et ’examen physique complet ont été effectués. Les participants étaient
ensuite orientés vers la salle de prélevement du laboratoire certifié CAP (College of American
Pathologists).

Poste de prélevement : Tenu par les biologistes et les internes, dont ’un s’occupait de
I’étiquetage des tubes SST, HEPARINE et EDTA sur les quels étaient inscrits: la date et ’heure
du prélévement, le numéro d’identification du participant, le jour de visite et les initiales du
technicien. Certains étaient chargés du prélévement du sang veineux, la confection de lames et
de confettis. Les spécimens étaient chargés sur un portoir approprié ensuite transportés dans la
salle d’analyse clinique dans un panier réservé a cet effet, les lames de goutte épaisse étaient
transportées dans le portoir lame pour la coloration et les confettis étaient arrangés le soir dans
des enveloppes A4. Un échantillon d’urine était collecté pour chaque volontaire pour
I’appréciation de ’hématurie et de la protéinurie, le test de grossesse pour les volontaires de
sexe féminin.

La réception : Tous les échantillons étaient enregistrés a leur réception sur la fiche de réception
d’échantillons. Les données a enregistrer €taient : le numéro d’étude du volontaire, la date et
I’heure du prélevement, la date et ’heure de la réception ainsi que les initiales du technicien.

Chaque échantillon devait répondre a certaines normes :
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- Respect du delai entre le prélevement et la réception pour les tubes SST et

HEPARINE.

- Respect du délai entre le prélevement et le transport : 2 heures pour les tubes SST et

HEPARINE.

- Volume du prélevement suffisant : tubes remplis au 2/3.
La centrifugation, les tests hématologiques sur ABX 60 et biochimiques sur Pentra C 200 ont
éte effectués dans le laboratoire sur le site. Le participant était ensuite orienté vers la salle
d’identification pour vérifier I’¢éligibilité pour la vaccination puis vers la salle de vaccination.
Les volontaires se présentaient avec leur le badge qui porte le numéro d’étude, la photo
d’identité, le nom et prénom du volontaire au poste de pré-vaccination et leurs dossiers étaient
vérifier par I’investigateur principale.
Postes de vaccination: Constitué de deux médecins repartis dans deux salles réservées a cet
effet et de deux pharmaciens chargés de la préparation des vaccins dans une autre salle séparée,
communiquant avec les premiéres par deux petites fenétres coulissantes.
La randomisation était effectuée par les staticiens de NIH par I’attribution du code de
randomisation qui correspond a chaque numéro de screening.
Le pharmacien de 1’étude disposait de la liste de randomisation pour attribuer le bras de vaccin
séquentiellement en fonction de I’ordre d’enrélement du participant.
Aprés une vérification supplémentaire de 1’identité du participant, il recoit une dose de vaccin
par injection IM dans le muscle deltoide.
-Préparation des vaccins : les deux pharmaciens étaient chargés de vérifier le numéro de
screening du participant en vérifiant la liste de randomisation correspondant a ce numéro puis
préparer le vaccin alloué au participant avec toutes les conditions requises, remplir le dossier
des participants et passer la seringue étiquetée et le cahier d’observation aux vaccinateurs.
-Salle d’observation clinique poste-vaccinale : Aprés chaque vaccination le participant a été
observé pendant 30 minutes dans une piéce séparée pour I’évaluation des réactions locales et
générales notamment la température orale, le pouls, la tension artérielle et la fréquence
respiratoire.

Les volontaires retournaient aux postes cliniques pour une évaluation générale.

6.4 Suivi
Composé d’un suivi actif qui consistait a faire des visites programmeées pour les évaluations
cliniques et biologiques et d’un suivi passif qui consistait a rendre disponible un service de

soins a tout moment pour s’occuper des sujets en cas de problemes de santé.
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6.5 Salle de réanimation

Tenue par un médecin anesthésiste réanimateur, équipée de deux lits d’hospitalisation, deux
bonbonnes d’oxygene, un lot de matériels et produits de réanimation.

Une ambulance était réservée pour le transport immédiat en cas de réaction allergique grave
vers un centre spécialise.

Un coordinateur clinique était chargé de suivre le déroulement de toutes les activités.

7. Meéthodes d’étude

7.1 Etude immunologique

Le but de I’unité d’immunologie est de décrire 1'immunité cellulaire et humorale dans la
population d'étude dans les conditions naturelles; et de suivre la réponse immunitaire de cette
population aprés administration de vaccin candidat contre le paludisme.

7.1.1 Technique d’ELISA

La technique ELISA a été utilisée pour le dosage des anticorps.
% Principe

C’est une technique immuno-enzymatique qui permet le dosage des anticorps. La technique

consiste a doser les anticorps contenu dans le sérum du participant.

Il consiste a fixer sur un support solide les antigénes de P. falciparum sur lequel les anticorps
contenus dans le sérum ou plasma se fixent. Ces anticorps sont ensuite détectés a 1’aide d’un
second anticorps marqué par une enzyme. Le complexe antigéne-anticorps-anticorps conjugué
a ’enzyme sera révélé par addition d’un substrat spécifique.

Mode opératoire (voir annexes)

7.2 Etude parasitologique

Le paludisme simple a été défini par la présence de formes asexuées de Plasmodium dans le
sang, associées a un ou plusieurs symptomes suivants: fievre, les frissons, céphalées,

vomissements, courbature, douleur abdominale, diarrhée.

7.2.1. Diagnostique biologique du paludisme
A. La goutte épaisse (GE)
% Principe
C’est une technique de micro concentration de sang sur lame. La goutte épaisse consiste a
réaliser un étalement épais de sang circonscrit dans un cercle d’environ un centimétre de

diamétre sur une lame porte-objet dégraissée. L’examen au microscope optique a 1’objectif 100
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a immersion de 1’étalement coloré au Giemsa permet de mettre en évidence la présence des
plasmodies.
B. Le Frottis mince (FM)

% Principe
I1 consiste a prélever une goutte de sang que 1’on étale en couche fine sur une lame porte-objet
et que I’on examine aprés fixation au méthanol puis coloration au Giemsa a 3% ou 10%.
7.2.2 Test de Diagnostic rapide du paludisme
Pour des visites prévues, des tests diagnostiques rapides ont été utilisés chez les participants
présentant les symptémes du paludisme.
Pour des visites imprévues, des tests diagnostiques rapides ont été utilisés pour le diagnostic du
paludisme clinique.
7.2.3 Polymérase chaine réaction et I’amplification du parasite
Ces tests moléculaires de recherche ont augmenté de facon significative la sensibilité pour la

détection de I'infection par P. falciparum approchant 20 parasites /ul.

8. Considérations éthiques

Le formulaire de consentement éclairé, la prise en charge des produits administrés et leurs
compensations, ainsi que le protocole ont été¢ soumis et approuvés par les comités d’éthique du
NIAID (17-1-N006), de la FMPOS (N°2016/133/CE/FMPQS). Au tout début de 1’étude nous
avons entrepris des visites de courtoisie aux différentes autorités (sanitaire, municipale, chefs
de quartier, notables). Au cours de ces visites nous avons donné des explications détaillées sur
I’étude et nous avions répondu aux questions. Nous avons obtenu la permission communautaire
et le consentement éclairé individuel de tous les participants, toutes les dispositions ont été
prises pour garantir la confidentialité. Ces mécanismes avaient pour but de surveiller de la facon
la plus objective ’avénement d’effets indésirables, d’augmenter la protection des participants
et de minimiser les risques. Les participants ont bénéficié¢ d’un suivi médical gratuit durant la
durée de I’étude au centre.

Toute affection diagnostiquée était traitée aux frais du programme vaccin et conformément aux

normes et procédures de prise en charge des maladies en vigueur au Mali.

Pour les cas de paludisme, la prise en charge a été assurée conformément aux directives du
programme National de Lutte contre le Paludisme. Pour le temps consacré a I’étude, les
participants apres approbation des comités d’éthique, auront chacun une compensation a chaque

visite réguliére. Les volontaires étaient libres de se retirer de 1’étude a tout moment.
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9. Saisie et analyse des données

Les données ont été recueillies dans les cahiers d’observation individuels des participants,

saisies et vérifiées dans une base de données Data fax et analysées par les logiciels R 1386
version 3.4.1 et Excel 2013.
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V.RESULTATS

1. Caractéristiques sociodemographiques de la population d’étude

Frégquence

m Bambara

= Malinké

= Peulh
Sarakolé

= Autres

Figure 7: Répartition de la population d’étude en fonction de I’ethnie

L’ethnie Bambara était la plus représentée dans notre étude soit 48%

Fréguence

m Masculin

= Feminin

Figure 8: Répartition de la population d’étude en fonction du sexe.

Le sexe masculin était le plus représenté dans notre étude soit 69% (sexe ratio=2,22)
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2. Evaluation de 'immunogénicité

Tableau I11: Le taux moyen d’IgG anti-Pfs25 et anti-Pfs230 en Ul, en fonction du visite
Jour 0 14 28 42 112 168 182 196 224
Pfs25_16ug 20 163 161 2129 316 149 2749 1820 1028
Pfs25_47ug 15 171 145 1279 213 121 808 635 373
Pfs230_13ug 25 695 499 3245 505 230 1873 1059 686
Pfs230_40ug 76 559 385 1752 439 355 2102 1464 854

Apres chaque vaccination, nous constatons une production importante d’anticorps au J42, J182
et cela pour tous les antigénes.

Cette production d’anticorps est plus remarquée au J42 pour Pfs230_13ug avec une moyenne
soit 3245 Ul suivi de 2129 Ul pour Pfs25_16ug et au J182 pour Pfs25_16ug avec moyenne soit
2749 Ul suivi de 2102 pour Pfs230_40ug.

Titre IgG anti-Pfs25(Moyenne)

o]

_ Pfs25_16ug=1a
Pfs25_47ug=1b
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Figure 9: Comparaison de titre d’anticorps IgG anti-Pfs25M-EPA/ASO1 faible dose et forte
dose
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Apreés les vaccinations, nous avons constaté une production importante d’anticorps 1gG au J42,
J182 et cela pour tous les antigenes méme si cette production était plus marquée pour le bras 1la
(Pfs25_16ug) avec p= 0,075 et p=0,028.

Titre 1gG anti-Pfs230{Moyenne)
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Janvier Fevrier Juillet
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Figure 10: Comparaison de titre d’anticorps IgG anti-Pfs230 D1M-EPA/ASOL1 faible dose et
forte dose

Apreés les vaccinations, nous avons constaté une production importante d’anticorps 1gG au J14,
J42, J182 et cela pour tous les antigénes et cette production était plus marquée au jour 42 pour
le bras 2a (Pfs230_13ug) par contre elle était plus marquée au J182 pour le bras 2b
(Pfs230_40ug) et persiste avec le temps p=0,11 et p=0,73.
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Pfs230_40ug+Pfs25 47ug (3b) vs Pfs25_16ug (1a)
mPfs25 47ug = Pfs230_40ug = Pfs25_16ug
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Figure 11: Comparaison des titres d’anticorps IgG anti-Pfs230D1M-EPA/AS01+ Pfs25M-
EPA/ASO1 forte dose a anti-Pfs25M-EPA/ASOL1 faible dose

Nous avons observé une production importante d’anticorps au J42 de Pfs25_47ug par contre
nous avons observé une nette augmentation et une persistance du titre anticorps 1gG anti-
Pfs25_16ug aux jours 182, 196, 224.
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Pfs230_40ug+Pfs25 47ug vs Pfs25_47ug
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Figure 12: Comparaison de titre d’anticorps IgG anti-Pfs230D1M-EPA/ASO01+ Pfs25M-
EPA/ASO1 forte dose a anti-Pfs25M-EPA/ASO1 forte dose

Apreés les vaccinations, nous avons observé une production importante d’anticorps IgG au J42
et cela pour tous les antigenes et cette production était plus marquée pour la combinaison Pfs25
et Pfs230 forte dose.

Pfs230_40ug+Pfs25 47ug (3b) vs Pfs230_13ug (2a)
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Figure 13: Comparaison de titre d’anticorps IgG anti-Pfs230D1M-EPA/AS01+ Pfs25M-
EPA/ASO1 forte dose a anti-Pfs230D1M-EPA/ASO1 faible dose

Nous avons observé une augmentation des titres d’anticorps IgG entre le bras 3b et 2a aux jours
42 et 182.

La production d’anticorps anti-Pfs230_13ug seul était supérieure a celle de la combinaison
Pfs230+Pfs25 forte dose.

Pfs230_40ug+Pfs25_47ug (3b) vs Pfs230_40ug (2b)
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Figure 14: Comparaison du titre d’anticorps IgG anti-Pfs230D1M-EPA/ASO1+ Pfs25M-
EPA/ASOL1 forte dose a anti-Pfs230D1M-EPA/ASO1 forte dose

Nous avons observé une différence dans les réponses d’anticorps 1gG entre le bras 3b et 2b
apres la deuxieme (#2) et troisieme (#3) immunisation. Les pics sont observés 14 jours apres
chacune des vaccinations avec des titres d’anticorps plus importants.

Cette réponse d’anticorps était plus marquée au J42 pour la combinaison (Pfs25+Pfs230 forte
dose) et au J182 pour Pfs230_40ug.

La production d’anticorps anti-Pfs230_40ug seul est supérieure a celle de Pfs230 et Pfs25 forte

dose en combinaison apres la troisieme (#3) immunisation.
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V1. DISCUSSION

Dans ce travail nous avons comparé I’immunogénicité de deux candidats vaccins bloquant la
transmission du paludisme en administration seule et en co-administration, en faible ou forte
dose chez des adultes exposés au paludisme dans une zone de transmission faible.

Nous avons choisi d’effectuer cette étude a Sotuba car il est situé dans une zone hypo-
endémique avec une faible transmission saisonniére d’environ 7 mois, allant de Juin a
Décembre. Ce site a fait I’objet de nombreuses études portant sur 1’épidémiologie du paludisme,
I’efficacité des médicaments et 1’entomologie, menées par le MRTC/DEAP. L'équipe du
MRTC/DEAP a établi un centre de santé et de recherche électrifié avec une connexion internet.
I1 existe de trés bons rapports de confiance mutuelle entre la population de ce village et I’équipe
en place.

Les essais cliniques de phase pilote concernent en général quelques dizaines de participants.
Notre étude de phase pilote a enrdlé 65 participants. Dans la population d’étude le sexe ratio
était de 2,22 ; cette prédominance masculine s’explique par le fait que certains critéres de non
inclusion étaient spécifiques aux femmes tels que décrits dans la méthodologie. Le seul critére
relatif au besoin d’étre sous contraception fiable 21 jours avant la premiére vaccination et 3
mois aprés la derniére dose de vaccin limitait suffisamment le recrutement des jeunes filles et

femmes en age de procréer.

Au cours de cette phase pilote nous étions intéressé de savoir lequel des candidats vaccins
(Pfs25, Pfs230 et leurs combinaisons) étaient plus immunogénes et donc d’induire une
production suffisante d’anticorps 1gG durable dans 1’organisme.

Aucune immunité préexistante contre Pfs25 n'a été observée avant la vaccination chez les
adultes sains de 1’étude. La plupart des sujets dans tous les bras recevant Pfs25M (Bras 1la:
faible dose de Pfs25M_16ug et Bras 1b: forte dose de Pfs25M_47ug et Bras 3a: faible dose de
Pfs25M_16ug + faible dose de Pfs230D1M, 13ug et Bras 3b: forte dose de Pfs25M_47ug +
une forte dose de Pfs230D1M, 40ug) ont répondu au vaccin apres la vaccination # 1, ce qui n’a
pas été observé avec la méme dose de Pfs25M associé a I'adjuvant Alhydrogel® aux USA
(protocole de NIAID # 15-1-0044 ). Les réponses anticorps 1gG ont continué a augmenter avec
la deuxieme et la troisiéme vaccination.

Il'y avait une différence statistiguement significative dans les réponses anticorps dirigées contre
Pfs25 entre bras 1a (Pfs25_16ug) versus bras 1b (Pfs25_47ug) au J42, J182, J224 ; ce qui a été
observé avec la méme dose de Pfs25M associé a l'adjuvant Alhydrogel® au Mali en 2015
(Numéro du protocole USTTB, FMPOS: 2015/16/CE/FMPOS).
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Nous avons constaté qu’il existait déja une certaine réponse en anticorps 1gG anti Pfs230 chez
ces adultes exposés au paludisme & Sotuba. Bousema JT et al font la méme observation chez
les adultes exposés au paludisme en Tanzanie en 2007 [84]. La présence de la protéine Pfs230
est logique avec I'immunité anti-Pfs230 observée chez les populations exposees au paludisme,
cela a d’ailleurs fait penser en anticipation qu'un vaccin a base de Pfs230 pourrait étre

naturellement boosté par l'infection palustre [85].

La plupart des sujets dans tous les bras recevant Pfs230D1M (bras 2a: faible dose de
Pfs230D1M_13ug et bras 2b: forte dose de Pfs230D1M_40ug et bras 3a: faible dose de
Pfs25M_16ug + faible dose de Pfs230D1M_13ug et bras 3b: une forte dose de Pfs25M_47ug
+ une forte dose de Pfs230D1M_40ug) ont bien répondu apres les vaccinations.

La production d’anticorps était plus importante 14 jours aprés chacune des vaccinations et en
réponse a tous les antigenes. Ce résultat est conforme a celui de Talat et al 2013 qui ont trouvé

des résultats similaires chez les adultes naifs aux USA [86].

Les réponses anticorps ont été similaires entre ceux qui ont recu la faible dose (bras 2a) et la
dose élevée (bras 2b) de Pfs230D1M jusqu’ a la troisiéme vaccination a partir de laquelle la
réponse anticorps IgG est plus forte chez les sujets ayant recu la forte dose (40ug). Méme
résultat a été observé avec Pfs230 associe a l'adjuvant Alhydrogel® au Mali en 2015 (Numéro
du protocole USTTB, FMPOS: 2015/16/CE/FMPOS).

Pour les combinaisons, des réponses anticorps anti-Pfs25_16ug étaient globalement supérieurs
a ceux observeés chez les sujets ayant recu la dose combinée (Pfs25_47ug+Pfs230_40ug) a partir
du J182 jusqu’au J224.

Un résultat similaire a été obtenu en comparant la combinaison Pfs230_40ug+Pfs25_47ug
versus Pfs230_40ug mais aussi lacombinaison Pfs230_40ug+Pfs25_47ug versus Pfs230_13ug.
Par contre pas de différences considérables entre les réponses IgG anti-Pfs25_47ug versus
Pfs230_40ug+Pfs25_47ug.

Les taux moyens d’anticorps IgG anti-Pfs230 étaient plus élevés que ceux obtenus contre Pfs25
et a leur combinaison (Pfs25 + Pfs230). De méme, les anticorps anti-Pfs230 persistaient plus
que ceux contre Pfs25. Cette disparition rapide des anticorps anti-Pfs25 a été aussi observée par
Sagara et al en 2013 & Bancoumana lors d’un essai de Pfs25 utilisant I’ Alhydrogel comme
adjuvant [87].

Tous ces observations pourraient en partie étre dues au fait que Pfs230 est naturellement présent
chez les personnes exposées a I’infection palustre et donc, est plus compétant pour intervenir

dans I’immunité naturellement acquise et, la vaccination ici constituant simplement de booster
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pour un phénomene naturel déja présent chez 1’hdte exposé. Ce constat est important et sera

déterminant dans le plan de développement de ce type de vaccins.
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VIlI. CONCLUSION

Les candidats vaccins bloquant la transmission du paludisme Pfs25M-EPA/ASO1 et
Pfs230D1M-EPA/ASO1 et leur combinaison sont tous productrices d’anticorps mais
Pfs230_40ug est celui qui génére la concentration la plus élevée d’anticorps persistante apres
la derniére vaccination. Et il a aussi le potentiel d’étre exprimé au stade gametocytaire mais

aussi au niveau des gameétes et le zygote chez 1’anophéle.
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VilIl. RECOMMANDATION

Au terme de cette étude, nous formulons les recommandations suivantes:

- Faire plus d’essais clinique sur le candidat vaccin Pfs230D1M-EPA/ASO1 40 pg et a une
large échelle ;

- Renforcer les capacités des laboratoires clinique et d’immunologie du MRTC/DEAP pour le

dosage des sous types d’immunoglobulines G ;
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Immunogénicité : Capacité d’un antigéne a induire une réponse immunitaire bien spécifique.
Pfs25M : Antigene de stade sexué de Plasmodium falciparum, se trouvant a la surface du
zygote et de I’ookinéte et pesant 25 kilo dalton (kDA).

Pfs230D1M : Protéine de P. falciparum, exprimé au stade sexué du parasite au niveau du
gamétocyte et du gameéte pesant environ 230kDA.

EPA : Exo-protéine A, est une protéine mutante et détoxifiée de Pseudomonas aeruginosa.
IgG : Immunoglobuline G, réponse spécifique a un antigéne.

RESUME

Un vaccin pouvant interrompre la transmission du paludisme est un outil valable attendu dans
la lutte et le contrdle du paludisme. Des candidats vaccins antipaludiques sont en cours d’essai
et les résultats sont fort encourageants, cependant, aucun vaccin efficace n’est encore disponible

contre le paludisme.

Nous avons évalué deux candidats vaccins antipaludiques en administration seul et en
combinaison, Pfs25M et P{s230D1M associ¢ a l’adjuvant ASO1 dans un essai clinique
randomisé ouvert avec groupe témoin, chez 65 volontaires, adultes de 18 a 50 ans a Sotuba,
entre Janvier 2017 et Décembre 2017. ENGERIXB® vaccin contre I’hépatite B a été utilisé
comme vaccin comparateur. Les volontaires éligibles devraient étre négatifs au HIV, HCV, a
I’AgHBs et au test beta HCG (test de grossesse pour les femmes). Trois séries de vaccination

ont été effectuées de fagon échelonnée suivant le calendrier JO, J28 et J168. Les participants
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étaient suivis cliniquement et/ou biologiquement a J1, J3, J7, J14 et J28 aprés chaque

vaccination puis une fois par mois et cela jusqu’a 6 mois apres la derniére vaccination.

Pfs25_16ug était plus immunogéne que Pfs25 47ug a partir de la troisieme vaccination
jusqu’au J224. Par contre Pfs230 40ug était plus immunogeéne que Pfs230_13ug et aussi plus
que la combinaison Pfs230 40ug+Pfs25 47ug a partir de la troisiéme vaccination jusqu’au
J224.

Il ressort dans cette étude que le candidat vaccin antipaludique Pfs230D1M-EPA/ASO1 a 40ug
possede une meilleure immunogénicité. La poursuite du développement clinique de ce candidat

vaccin réserve un grand espoir dans la recherche de vaccin antipaludique.
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Safety: Quality, character of a thing that is not harmful.

Immunogenicity: Ability of an antigen to elicit a specific immune response.

Pfs25M: Sexual antigen of Plasmodium Falciparum, found on the surface of zygote and
ookinete and weighing 25 kilo dalton (kDA).

Pfs230D1M: Parasite protein, which is expressed during sexual development in human host
weighing about 230kDA.

EPA: Exo-protein A, is a mutant and detoxified protein of Pseudomonas aeruginosa.

19G: Immunoglobulin G, specific antigen response.

Abstract

A vaccine that can interrupt the transmission of malaria is a valuable tool expected in the fight
against and control of malaria. Malaria vaccine candidates are being tested and the results are
very encouraging, however no effective vaccine is yet available against malaria.

We evaluated two malaria vaccine candidates alone and in combination, Pfs25M and ASO1
adjuvanted Pfs230D1M in a randomized open-label clinical trial, in 65 volunteers, adults aged
18-50 in Sotuba, between January 2017 and December 2017. ENGERIXB® vaccine against
hepatitis B vaccine has been used as comparator vaccine. Eligible volunteers should be HIV,
HCV, HBsAg and HCG beta (pregnancy test for women) negative. Three series of vaccination
were carried out in a staggered manner according to the calendar DO, D28 and D168. The
participants were followed clinically and / or biologically on D1, D3, D7, D14 and D28 after
each vaccination and then once a month until 6 months after the last vaccination.

There was not enough difference in antibody responses against Pfs25 between arm la (low
dose) versus arm 1b (high dose), or between those who received the combination arm 3b versus
arm 1b. Most subjects in all arms receiving Pfs230D1M (arm 2a: low dose of Pfs230D1M_13ug
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and arm 2b: high dose of Pfs230D1M, 40ug and arm 3a: low dose of Pfs25M, 16ug and low
dose of Pfs230D1M_13ug and arm 3b: a high dose Pfs25M, 47ug and a high dose of
Pfs230D1M_40ug) responded after vaccination. Antibody responses were similar between
those who received the low dose (arm 2a) and the high dose (arm 2b) of Pfs230D1M alone but
more marked at high dose.

Even during the peak of transmission the high dose Pgs230_40ug 1gG antibody titers were
better than those of Pfs25 at different doses and in combination.
This study shows that the 40ug malaria vaccine candidate Pfs230D1M-EPA / AS01 has good
immunogenicity. The continued clinical development of this vaccine candidate holds great hope

in the search for malaria vaccine.

M. Adama Ouattara Theése de Pharmacie Page 66



Etude comparative des réponses anticorps IgG des différentes visites de I'essai vaccinal Pfs230D1M-EPA/ASO1 et Pfs25M-

EPA/ASO1 chez les volontaires adultes a Sotuba Mali

XI. ANNEXES

Protocole mode opératoire du test ELISA

% Principe

C’est une technique immuno-enzymatique qui permet le dosage des anticorps. La technique

consiste a doser 1’anticorps contenu dans le sérum du patient.

Il consiste a fixer sur un support solide les antigénes de P. falciparum sur lequel les anticorps

contenus dans le serum ou plasma se fixent. Ces anticorps sont ensuite détectés a 1’aide d’un

second anticorps marqué par une enzyme. Le complexe antigéne-anticorps-anticorps conjugué

a ’enzyme sera révélé par addition d’un substrat spécifique.
% Materiels

Incubateurs ;

Réfrigérateurs ;

Plaque de microtitration (Immulon ® 2HB et 4 HBX);
Pipettes multicanaux (Université Pipette Service), 5-50ul et 50-300ul ;
Pipettes electrique ;

Pipettes sérologique ;
Embouts pour pipette ;
Tubes eppendorf ;

Tube Falcon de 15 et 50 ml
Papier hygiénique ;

Gants ;

Paraffine film ;

Plate scellé ;

Papier aluminium ;

Bassine ;

Un laveur de microplaques (Biotek) ;

Lecteur de microplaques (Spectra Max M3) ;

Le logiciel Soft Max pro7Software ;

Balance ;

Poubelles.

% Réactifs
Carbonate de Sodium-Anhydrous, Lot. No: SLBS5287;
Bicarbonate de Sodium- Anhydrous, Lot. No: SLBR3244V;
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Eau desionisée fabriquée au laboratoire du DEAP ;

Eau distiller: Ultra-pure Water-Advanced Biotechnologies, Inc.; Cat# 118- 162-131;
Lot#721978

Le lait: Difco ™ Skim Milk, Lot. No: 7114758;

TRIS Buffered saline (TBS) 10X, Biofluids, Cat# 351-086-131.; Lot#721985

Comprimés de Phosphatase substrate: Sigma 104 Phosphatases substrate 5mg
tablets.Lot.No :SLBBS3281V,

Tween-20 (Polyoxyethylene sorbitan Monolaurate), Sigma, Lot. No : SLBK8990V,
Antigénes de sensibilisation : (Coating Antigens.)

Anticorps standard pour les deux antigenes :

Anti-Pfs230, Anticorps de chevre anti-lgG humaine couplé a une phosphatase alcaline,
Cat#No : 5220-0303

Anti-Pfs25, Anticorps de chevre anti-lIgG humaine couplé a une phosphatase alcaline, Cat#No :
Bovine Serum Albumin, Lot#SLBQ3713V

Préparation des solutions tampons

» Tampon carbonate (coating buffer 10X)

Purified water---------------------- 100ml
(Na) 2 CO3-----=nmmmmmmmmmmomenaee 15,47 ¢
NaHCO3 ------------ ---29,4 ¢

Q.S.P - 100 ml

NB : Pour préparer une solution de 1X a partir de la solution de 10X, mélanger 100 ml de la
solution 10x avec 900 ml d’eau distillée.
Cette solution peut étre utilisée jusqu’a une année.

* Solution de lavage (Wash Buffer.): 10X Tween-TBS.

TBS, 10X ---------m-mmmmmemeee 1000ml
Tween-20 ------------- --10g
QSP =-m-memememm e eeeeee 1000 ml

L’ensemble est soumis a une agitation magnétique au moins 20 minutes a la température du
laboratoire avant utilisation. Cette solution peut étre utilisée jusqu’a un mois.

* Solution de blocage (Blocking Buffer: 5% Milk in TBS.)

Skim Milk Powder --------- 509
TBS, 10X---memememmennens 1000 mi
)] - — 1000 ml
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NB: L’ensemble est soumis a une agitation magnétique au moins 20 minutes a la température
du laboratoire et gardé a 4 degré avant utilisation.

Cette solution peut étre utilisée jusqu’a une semaine.

* Substrat (Révélateur.)

Pour préparer une solution de 10 ml de substrat :

Dissoudre 2 comprimeés de Phosphatase alcaline 5mg dans 10 ml de tampon carbonate (Coating
buffer) et garder a I’obscurité.

* Dilution du Standart

Standard solution 1/100---------------- 100 pl

Distribuer 1 ml du standart 1/100 dans les puits A, B, C.

Distribuer 500 pl de BSA dans les puits de 2 a 10 et prendre 500 pl dans les puits A, B, C et le
mettre dans les second puit et ainsi de suite.

Mode opératoire

I. Sensibiliser (Coating) les plaques avec I’antigéne.

1) Etiqueter (Labeler) le nombre de plaque dont vous avez besoin : Mettre le nom du type
d’antigene et la date sur chaque plaque.

2) Chaque plaque requiert 10ml de solution coating ; déterminer le volume total de la solution
de coating dont on a besoin pour pouvoir sensibiliser le nombre de plaques utilisées. 3) Diluer
I’antigéne 2ul dans la solution 10ml de 1X coating buffer, mélanger cette solution.

4) A partir de la pipette multichannel mettre 100ul de la solution dans chaque puits de chaque
plaque. Couvrir les plaques avec une fine membrane plastique.

Incuber les plaques a 4 degrés pendant au moins une nuit.

NB: Ces plaques peuvent étre conservées a un maximum de 7 jours.

I1. Blocage des plaques
Laver les plagues a la machine Biotek et tapoter sur un chiffon propre.

Avec une pipette multichannel repartir dans chaque puits de chaque plaque 300-340 ul de la
solution de blocage pour bloquer les espaces vides et placer les plaques a I’incubation a la
température ambiante dans une chambre humide pendant 2 h = 15min.

I11. Premier anticorps (sérum)

1) Diluer le sérum a la concentration desirée dans la solution de blocage ainsi que le standard

» Sample dilution

- 1/50 — 8 pl sérum (Echantillon) + 392 pl Milk

-1/500 — 40 pl de dilution 1/50 +360 pl Milk
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» Standart dilution
-1/100 — 10 ml BSA + 100 pl standart
2) Laver les plaques a la machine Biotek avec du 0.1% Tween —TBS 300-340 ul a 4 fois, laisser
la solution de lavage agir pendant 30 second et tapoter sur un chiffon propre.
3) Repartir 100ul par puits du premier anticorps (sérum dilué a tester) en « triplicate » a ’aide
d’une pipette multichannel.
Dans les deux dernieres rangees H et G, mettre la solution du standard, incuber les plaques
pendant 2 heures dans une chambre humide.
IV. Second anticorps
Dilution: 10 ml Milk +5 pl anticorps (1mg/ml) pour une plaque
1) Laver les plaques a la machine Biotek avec du 0.1% Tween —TBS 300-340 pl a 4 fois, laisser
la solution de lavage agir pendant 30 second pour enlever les anticorps non liés et tapoter sur
un chiffon propre.
2) Mettre dans chaque puits 100 pl du second anticorps (anticorps conjugué) dilué a 1 mg/ml
dans la solution de blocage. Incuber pendant 2 heures dans la chambre humide a la température
ambiante.
V. Substrat
Dilution : 2 comprimés + 10 ml Coating Buffer (1x) pour une plaque
1) Laver les plaques a la machine (programmée a 4 lavages) pour éliminer les exces.
Vérifier que la plaque est propre (surface de la plaque en bas et en haut)
2) A partir d’une pipette multichannel, mettre 100 pl de substrat dans chaque puits de chaque
plaque.
Incuber pendant 20 min a la température ambiante en couvrant la plaque avec de I’aluminium.
VII. Lecture
Faire la lecture immédiatement apres 20 min a I’aide d’un spectrophotomeétre (SPETRAMAX
M3) reli¢ a un ordinateur a la longueur d’onde A1= 450 et A2= 650, et utiliser le programme
SoftMax RAW data.
Les valeurs de densité optique sont utilisées pour déterminer les taux d'anticorps par
comparaison a une courbe standard générée a partir d'un plasma positif témoin connu inclus sur

chaque plaque ELISA.
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ELISA
Lavage Lavage Lavage
e o o " S 2
Plaque sensibilisée N , + Enzyme conjugué -+ Sub
a l'antigéne f"‘,‘flCC"P‘-’ second anticorps Substrat et
spéeifique a mesure de la
doser coloration
Antigene Sérum humain :
" Coloration
PA = phosphatase alcaline jaune
PA-chévre anti
IgG humain

Figure 15: les différentes étapes d’ELISA
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SERMENT DE GALIEN

Je jure, en présence des maitres de la Faculté, des conseillers de 1’Ordre

des pharmaciens, et de mes condisciples :

D’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et de leur

témoigner ma reconnaissance en restant fidéle a leur enseignement,

D’exercer dans I’intérét de la Santé Publique ma profession avec conscience et de respecter non
seulement la législation en vigueur mais aussi les régles de I’honneur, de la probité et du
désintéressement,

De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le malade et sa dignité humaine,

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état pour corrompre les

meeurs et favoriser les actes criminels,

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele a mes promesses,

Que je sois couvert d’opprobres et méprisé de mes confreres si j’y manque !

Je le jure!
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