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Introduction

Le paludisme représente une menace pour prés de 2 a 3 miliiards de
personnes dans le monde, avec 247 millions de cas de paludisme clinique
rapportés par-an. La mortalité liée a la maladie était de 881 000 personnes par
an. Les couches vulnérables sont constituées surtout des enfants de moins de 5
ans, les femmes enceintes et les sujets non prémunis. En effet le paludisme tue
un enfant toutes les 30 secondes dans le monde, la plupart en Afrique au sud du
Sahara. Il est responsable d’anémie au cours de la grossesse et de petits poids
de naissance [100].

En Afrique 30% des admissions hospitalieres en pédiatrie et 40% des
consultations au dispensaire ont pour cause le paludisme [71]. La mortalité
infantile et maternelle due au paludisme y est élevée. Cette maladie frappe
surtout les pauvres qui vivent en zones rurales dans des habitations qui ne les
protegent guére canire les piqires des moustiques. En débilitant les bras valides
et réduisant ainsi leur productivité, la maladie ne fait que les appauvrir encore
plus. En 1997 la Banque Mondiale a estimé a 2 milliards de dollar la perte
économique que le paludisme inflige a I'Afrique [101].

Au Mali, selon le programme National de Lutte contre le Paludisme les

fivres palustres représentent 34% des consultations externes dans les
structures de soins du pays [79)].
L'homme acquiert une immunit€ protectrice dite « prémunition » non stérilisante
et dépendante de I'exposition et de I'age [88]. Dans les conditions naturelles,
'acquisition de la prémunition est fortement accélérée chez les individus vivant
en zones de forte transmission du paludisme.

Face a cetie endémie dont les effets pésent sur les économies déja précaires
des pays concernés plusieurs stratégies de lutte ont été mises en ceuvre avec
des succeés limités. La stratégie vaccinale offre une perspective de contrdle
efficace et durable du paludisme. Un vaccin induisant une immunité stérilisante
et durable est un outil idéal de controle du paludisme. Les études effectuses

dans différents faciés épidémiologiques montrent qu'un vaccin est possible.
5
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Introduction

Plusieurs antigénes candidats vaccins ont été identifiés [33,71]. Certains ont fait
I'objet d’essais cliniqués au Mali. C'est le cas de I'antigene MSP-3 qui est en
cours d'essai a Sotuba en zone pén’urbaine:dg Bamako. L'un des obstacles au
développement de vaccin est le fait:que les mécanismes effecteurs de 'immunité
protectrice: naturellement acquise contre le paludisme ne sont pas totalement
élucidés' [29,30]. La compréhension de l'immunité. protectrice naturellement
induite par un antigene est essentielle @ son développement vers un vaccin
efficace. Le MSP-3 est un.antigéne de la surface du mérozoite qui a été identifié
comme induisant des anticorps protecteurs chez les personnes vivant en zone
d'endémie [4, 72,73]. Il semble que l'immunité induite par F'antigéne MSP-3
s'acquiert lentement chez Ies.jeunes enfants ce qui expliquerait [eur sensibilité a
l'infection palustre. Aucune étude n’avait été effectuée au Mali, sur la réponse
naturelle anticorps contre MSP-3 alors qu'un: essai vaccinal a débuté en
collaboration avec I'institut Pasteur et AMANET.

Y a-t-il une réponse anticorps naturellement acquise chez des enfants vivants
dans une zone de transmission faible du paludisme ? C'est la question de
recherche de cette étude dont le but est d'analyser la-réponse anticorps naturelle
contre MSP-3 chez des enfants.agés de 1a 4 ans.

Thése de Pharmacie, Année Universitaire 2009-2010 MRTC/DEAF/FMPOS
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Objectifs

1. Objectif général
Etudier la réponse anticorps naturelle spécifique de MSP-3-LSP de Plasmodium
falciparum chez les enfants 4gés de 1 a 4 ans vivant en zone de transmission

faible du paludisme 2 Sotuba.

2. Objectifs spécifiques

> Déterminer les taux sériques d'IgG spécifiques de MSP-3 LSP chez les
enfants de 14 ans a Sotuba.

> Déterminer les taux sériques d'lgM spécifiques de MSP-3 LSP chez les
enfants de 14 ans a Sotuba.

> Analyser |a reconnaissance de la protéine native MSP3 par les anticorps
IgG anti-MSP3 LSP chez les enfants de 1 a 4 ans a Sotuba.

Thése de Pharmacie, Année Universitaire 2009-2010 MRTC/DEAP/FMPOS
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Généralités

Le paludisme constitue un probléme majeur de santé publique. Les outils utilisés
jusqu'a présent dans le contrile de cette maladie ont montré leur limite compte
tenu de la complexité du. cycle de vie de l'agent pathogéne, le Plasmodium,
échappant souvent au contrdle du systéme immunitaire de 'héte [70].

Le paludisme humain est essentiellement cause par quatre espéces du genre
Plasmodium : Plasmodium falciparum qui est. de loin l'espéce la plus
dangereuse, responsable des complications mortelles du paludisme,
Plasmodium:.vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae [70].

Une cinquiéme espéce Plasmodium knowlesi a été décrite comme pouvant
infecter 'homme [21].

Parmi ces différentes especes, P. falciparum est la plus répandue et la plus
meurtridre car responsable des formes sévérés. Le paludisme maladie est une
immunopathologie.

Les mécanismes protecteurs de l'immunité contre le paludisme sont variés et
&troitement liés & la diversité des antigénes du.cycle de vie du Plasmodium ; d’ou
la nécessité d’étudier cette réponse immunitaire spécifique des différents stades
de développement du parasite [9, 53,74]

1. Cycle biologiques du Plasmodium falciparum et les points d’impact de
'immunité |
Dans la nature, le Plasmodium a deux hotes : le moustique femelle du genre
Anopheles chez lequel se déroule le cycle sexué ou sporogonique et I'hote
vertébré chez qui se déroule le cycle asexué ou schizogonique. Au cours de son
développement chez I'homme, le Plasmodium passe par différents stades et
expriment des antigénes divers [50].

Chaque antigéne exprimé entraine une réponse immunitaire spécifique, ce qui
conduit & une multiplication des mécanismes immunitaires adaptatifs induits. La
complexit¢ du cycle biologique du Plasmodium, la diversité ot la variabilité

8
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antigénique induisant des réponses immunes diverses rendant difficile le
développement d’'un vaccin [50]. Par aiileurs il 'y a pas de marqueurs
biologiques de protection !

De fagon :générale, le cycle de biologique du Plasmodium comprend 3 phases
successives.

1.1. Uneé phase pré-érythrocytaire ou phase hépatique

Le sporozoite, forme infestante du parasite est injecté a 'homme avec la salive
du moustique lors de son repas sanguin. Ces sporozoites gagnent rapidement le
foie a travers la circulation sanguine et penétrent-dans les hépatocytes. Dans ces
cellules, chaque sporozoite se-développe, se transforme en trophozoite puis en
schizonte. A maturiteé le schizonte appelé corps bleu éclate et libére environ
20.000 a 30.000 mérozoites de premiére génération dans.la circulation sanguine.
Le sporozoites injecté peut étre la cible d’anticorps qui sont capables d'inhiber sa
pénétration dans les hépatocytes ou de ralentir leur développement intra-
hépatocytaire (blocage de linvasion des hépatocytes). Les hépatocytes infectés
peuvent aussi étre la cible des cellules immunitaires comme les macrophages,
les cellules NK et les lymphocytes T cytotoxiques: En effet le sporozoite exprime
des antigénes Circumsporozoite Protein (CSP) et Thrombospondin ‘Related
Adhesive Protein : (TRAP) inducteurs.de réponse humorale et cellulaire. Le LSA
(Liver:Stage Antigéne) est un antigéne du stade hépatique. Cette réponse si elle
est efficace assure une immunité stérilisante qui est difficile a obtenir dans

linfection palustre.

1.2. Une phase érythrocytaire qui correspond a l'invasion des globules

rouges

Les mérozoites. une fois libérés par I'hépatocyte pénétrent activement dans les.

érythrocytes, ot ils se transforment en trophozoites puis en schizontes.

A maturité le schizonte éclate et libére des mérozoites de deuxieme génération
qui vont infecter & nouveau d'autres globules rouges et entretenir le cycle
. érythrocytaire, Cette phase du cycle biologique correspond a la phase
d’expression clinique du paludisme. Limmunité peut intervenir pour bloguer

9
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l'invasion des érythrocytes par les mérozoites issues du foie. Ceci par [e biais
des anticorps qui peuvent aussi inhiber la croissance des trophozoites en
schizontes. Les globules rouges infectés peuvent étre la cible des cellules
phagocytaires. Au cours de cette phase le Plasmodium exprime des antigénes
dont plusieurs ont été identifiés comme AMA-1, MSP-1, MSP-2, MSP3, GLURP,
EBA. A cette phase Pimmunité peut aussi affecter I'expression clinique de

l'infection (immunité clinique).

1.3. Une phase sexuée qui se déroule chez Panophéle

Aprés plusieurs cycles asexues schizogoniques, certains mérozoites se
différencient en élément a potentiel sexuel, les gamétocytes males ou femelles.
Le moustique du genre Anopheles au cours d’'un repas sanguin sur un sujet
porteur de formes sexuées absorbe les gamétocytes males et femelles. Le
gamétocyte male se fransforme par exflagelation en microgamétes alors que le
gamétocyte femelle se transforme en un macrogaméte. La fécondation d’'un
macrogamete par un microgamete donne naissance a un zygote puis a
l'ookinete (ceuf mobile) qui traverse la paroi de 'estomac du moustique formant a
lextérieur de la surface externe, l'oocyste dans lequel s’individualisent les
sporozoites qui sont libérés par I'éclatement de I'oocyste mur. Les sporozoites
gagneront avec predilection les glandes salivaires de I'anophéle (ou ils subissent
une maturation}, qui les injecte a 'homme & |'occasion d’un autre repas sanguin.
L'immunité en particulier les anticorps humains peuvent inhiber 'exflagelation et
la fertilisation des gametes chez le moustique vecteur ou la formation de
zygotes (anticorps bloquant la fécondation, anticorps bloquant la migration de
['ookinéte). C’est 'immunité bloquant la transmission du paludisme,

Des antigénes spécifiques de cette phase ont été décrits : Pfs28, Pfs25, Pfs230
et Pfs48/45[34].

10
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Immunité humorale

-{(Ac bloquant I'invasion des hépatocytes)
Ac bloquant [a fécondation

Immunité cellulaire = Immunité stérilisante
(CTL, ADCC, Cytokines) destruction des
hépatocytes infectés

Inhibition des Ag induisant
une surproduction de cytokines

Immunité humorale
Wiszaltis (Ac bloguant I'invasion des GR)
sate & E«g; \ o {gqgh-‘ (Opsonisation du GR infecté)
' ;‘; ‘ T Feplization - ‘ BTN -~ ADCI)
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l—Ocklne{f- 2N (Ac inhibant la cytoadhé
2 ytoadhéronce

= [mmunité clinique)

Gl steges ; Gametorytes
o ool takenup by

esulle

Fiqure 1 : Cycle biologique du Plasmodium et les points d’impact de
I'immunité. Adapté de Sherman | W, Encyclopedia of life science © 2001 Nature
Publishing Group. Ac: Anticorps; Ag: Antigene; CTL: Cytotoxic T Lymphocyte;
ADCC: Antibody Dependant Cell mediated Cytotoxicity; ADCIl: Antibody
Dependant Cellular [nhibition; GR: Globule Rouge
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2- Quelques aspects immunologiques de l'infection palustre
Le Plasmodium induit des réponses immunitaires chez I'hdte qui sont régulées
par le systeme immunitaire inné et adaptatif mais aussi par les: facteurs
environnementaux. L'immunité: acquise naturellement dépend des espéces
parasitaires mais -aussi des stades de développement spécifiques: du parasité
[58, 93].

Dans les régions endémiques, les ‘enfants nés des mamans prémunies sont
protegés contre le paludisme durant les 3-4 premiers mois aprés leur naissance.
En géneral, 'acquisition de I'immunité protectrice contre e paludisme est lente et
demande une exposition intense et répetée au parasite pour son maintien. La
variabilité génétique de I'héte et du Plasmodium rend instable cette immunité
[58,88].

2.1- Immunité innée ou naturelle

Les mécanismes humoraux. et celiulaires de cette immunité « non spécifique »
sont moins bien définis. Le mécanisme d’activation du macrophage chez les
mammiféres‘é travers les « Toll-Like-Receptors » conduisant & l'induction des
genes effecteurs des défenses innées a été largement étudieé chez un grand
nombre de bactéries et de virus. Ce mecanisme semble intervenir également
dans les infections causées par les parasites [1].

L'infection palustre induit une augmentation des concentrations sériques
d’'immunoglobulines non spécifiques. C'est une activation des cellules B:
polyclonales [20]. Les cellules: de I'immunité innée comme les cellules tueuses
naturelles (NK cells), les cellules dendritiques, et les cellules T 0 sont
impliquées dans la clairance des parasites et des érythrocytes infectés et
élimination des hépatocytes infectés [43]. Les neutrophiles, monocytes et les
macrophages participent a la phagocytose, a la cylotoxicité et a l'inhibition du
parasite [98]. Les cellules NK stimulent |la production de I'IFNy qui active le
macrophage conduisant ainsi & la lyse des celiules parasitées [62]. Les
lymphocytes T.gamma delta (yd T) semblent jouer un rdle protecteur pendant la
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phase précoce de [linfection palustre indiquant une contribution de limmunité
innée dans le contrble de ia parasitémie [84].
Limmunité innée ou naturelle est assurée par les cellules, les molécules, et les
enzymes (lysozymes). Ces cellules sont composées de monocytes/
macrophages, de polynucléaires neutrophiles, de celiules NK, de celiules T
gamma delta, et de cellules dendritiques. Le complément, ies chémokines et les
interférons (IFN,, IFNg) constituent les principales molécules de 'immunite innée
jouant un role clé dans I'immunité anti-palustre. Cependant il n’existe pas un
consensus sur le role protecteur ou pathogénique du complément.
Les principales enzymes impliquées dans la protection contre le paludisme
constituent les lysozymes retrouvés dans les cellules phagocytaires.
A- Les cellules de I'immunité innée

¥ Macrophages/Monocytes
il a eté rapporté que les monacytes et les macrophages sont les principales
cellules qui jouent un réle important dans la défense contre le Plasmodium et
sont responsables de la clairance des formes sanguines circulantes du parasite
[41]. Les monocytes du sang périphérique et les macrophages spiéniques et
hépatiques présentent une activité phagocytaire considérable vis-a-vis des
erythrocytes infectés surtout en présence d'anticorps spécifiques du parasite [41,
66]. Les monocytes incubés avec des anticorps anti-plasmodium sont capables
de réduire de 80% la croissance in vitro de Plasmodium faiciparum [67].

¥ Neutrophiles
Les granulocytes neutrophiles ou polynucléaires neutrophiles (PNN) ou
simplement « les neutrophiles » sont des ceilules sanguines appartenant a la
lignée bilanche (leucocytes), qui ont donc un role dans le systéme immunitaire.
On les appelle polynucléaires de part le caractére polylobé de leur noyau (de
deux a cinqg lobes en général), on a longtemps cru que ces cellules possédaient
plusieurs noyaux. Le qualificatif de « neutrophile» vient aussi d'une
caracteristique visible en microscopie optique : aprés ajout des colorants vitaux
usueis, ces cellules restent neutres (elles fixent les colorants acides et basiques).
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Les ‘neutrophiles représentent environ 65 % de I'ensemble dés leucocytes du
sang, et 99 % des granulocytes.

Ces cellules jouent le role de phagocytose tout comme le macrophage et les
monocytes, également réle de contréle immunitaire. Le réle protecteur du
neutrophile a été rapporté dans le model animai [78]. Cependant je tole du
neutrophile dans I'immunité anti-palustre n'est pas bien étudié chez 'lhomme.

v Les cellules T gamma delta (y5T)
Ce éo’nt-de_s lymphocytes T CD3+ qui expriment a leur surface 1& TCR & chaines

vy et 5. Environ 75% de ces cellules ont dans la partie variable de leurs TCR Vy9

et V62 et 25% expriment plutdt V81 associé a des Vy variés. L'activation des
cellules yBT en ex-vivo inhibe la réplication des parasites intra-érythrocytaires, ce
qui explique leur fonction effectrice au cours de Fimmunité innée [35]. Aprés
activation les cellules yd produisent des.cytokines pro-inflammatoires: IFNy, TNF-

o, |L-17 et favorise le développement d’une réponse de type Th1 {99]. Elles se

dégranulent et libérent les molécules toxiques: perforine et granzyme.

Ce sont des cellules de I'immunité innée productrices d'IFN+ et de TNF-a qui
sontimpliquées dans F'immunité antivirale [24]. La relation entre les lymphocytes
T yd.€t la protection contre paludisme chez 'adulte a &té démontrée par certains
travaux [27]. Ces cellules sont capables de reconnaitre des molécules produites
par P. falciparum. Elles sont notamment activées par des phospho-antigenes:
non peptidiques de P. falciparum [10,39). La stimulation in vitro des PBMCs
d'individus non exposés au paludisme par un extrait de P. falciparum résulte en

Tactivation des iymphocytes T 5. La majorité des cellules activées sont Vyoava2.

Les cellules y5 provenant de sujets n on exposés sont capables d'inhiber la
croissance des parasites dans les érythrocytes in: vifro [94]. Elles sont capables
de produire de I'lFN-y et sont cytotoxiques vis-a-vis des érythrocytes infectés [37,
89]. Les cellules yd sont également dans-le sang de cordon [17,63]

L'exposition in utéro au paludisme modifierait la fréquence des cellules y5 (par
dépléetion) dans le sang de cordon et pourrait ralentir le développement d'une
immunité antipaludique chez le jeune enfant [63].
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v Les cellules tueuses naturelles (cellules NK)
Ce sont des lymphocytes non T (CD3-), non B (CD19-); caractérisés chez
'humain par le marqueur CD56 et CD16. Ce sont des celiules de l'immunite
innée capables de cytotoxicité naturelie. Elles sont des lymphocytes présents
dans le sang, les organes lymphoides et les tissus périphériques [38]. Elles sont
impliquées grace a des récepteurs de surface, dans la reconnaissance directe

des cellulés ayant subi un stress infectieux ou tumoral [90]. Les lignées NK sont

capables de former des rosettes avec les globules rouges infectés, ce qui
suggeére 'existence d'un .ou de plusieurs récepteurs sur les cellules NK
impliquées dans la reconnaissance directe des érythrocytes infectés. Des
études ont suggéré une cytotoxicité des cellules NK contre des érythrocytes
infectés de P. falciparum [59, 74]. Elles interviennent dans ia production d’IFNy et
d'IL-12 qui est critique pour le développement des cellules CD8'effectrices [31,
32]. I a été indiqué que la réponse immunitaire précoce de volontaires sains non
immuns infectés par une souche de P. falciparum inoculée par pigdre de
moustique serait associée a un taux sérique de granzyme A, d'IFNy, de I'lL-12 et
de I'lL-8. Les cellules NK semblent étre les sources principales de ces molécules
[5, 42,81]. Les miecanismes moléculaires de Tactivation des cellules NK et leur
réle dans.le contréle des formes érythrocytaires ne sont pas totalement élucidés.
v Cellules dendritiques

Cellules du systéme immunitaire qui présentent dans certaines conditions,
comme leur hom l'indique, des dendrites (des prolongements cytoplasmiques).
Ce sont des leucocytes spécialisés. dans la capture, l'apprétement et la
présentation des antigénes. aux lymphocytes. Ces cellules peuvent étre classées
en fonction de leur localisation en cellules de Langerhans-(peaux et muqueuses),
cellules dendritiques interstitielles (coeur, poumons, foie, rein, tractus gastro-
intestinal), celiules dendritiques interdigitées (zones des celiules T du tissu
lymphoide secondaire et de la médullaire du thymus) -et cellules dendritiques
circulantes ou cellules voilées (sang et lymphe). Mais selon leur phénotype deux
types de céllules dendritiques sont définies : les cellules dendritiques myéloides

(mDC) et les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) en référence a leur
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ressemblance avec les plasmocytes. Les mDC sont subdivisé selon les
marqueurs de surface en 3 types distincts: CD4+ DC, CD8+ DC et CD4-CD8-
DC. Les pDC expriment un récepteur particulier appelé PDCA (Plasmacytoid
Dendritic Cells Antigen) .Les cellules dendritiques ont la capacité d’amorcer
Factivation des lymphocytes T naifs [54]. Bien que leur rle dans la direction de
la réponse immunitaire n'est pas totalement élucidé des travaux montrent que les
pDC induiraient une réponse de type Th2 alors.que les mDC favoriseraient une
réponse de type Th1. Le rble des cellules dendrtiques dans l'immunité anti-
palustre n'est pas encore bien cianifié [12, 86, 103, 104].

B- Les molécules de I'immunité innée.

On peut citer: le complément, les chémokines (IL-8), les Interférons, les
fysozymes et 'oxyde nitrique (NO). Le réle du complément n’est pas totalement
élucide. 1l a &té observé en Afrique dé I'Ouest que les enfants souffrant de
paludisme a P falciparum présentaient un faible taux de C3. Des études
suggerent que la formation des immuns complexes par des antigénes solubles
du parasite est probablement ia cause de I'activation du complément. On estime
que le complément activé se fixe a des immuns complexes ; ces derniers se lient
a la surface des parasites et entrainent leurs lyses par le biais du complexe
d’attaque membranaire [28].

Le role de I'oxyde nitrique (NO) a été également décrit. En effet la production des
cytokines pro-inflammatoires telles que P'IFNy, induit la synthése de NO. Ce
dernier inhibe le développement du parasite & ses différents stades de
développement, y compris les stades asexués qui sont responsables de la

‘maladie [16, 91].

2.2- Immunité adaptative ou acquise

Ce sont les travaux de Robert Koch en 1900 effectués dans deux populations
différentes vivant dans une zone de transmission forte et faible de paludisme qui
ont permis de montrer I'existence d'une immunité acquise protéctrice contre cette
infection. Cette immunité n'est pas stérilisante car en zone d’'endémie de

transmission stable de paludisme [e porlage du parasite sans manifester les
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signes cliniques est fréquent. Cet état immunitaire qui permet de contraler la
parasitémie a un seuil sans manifestation clinique a été appelé prémunition par
les fréres Sergents [29]. De  nombreux travaux en. zone d’endémie ont montre
que linduction de [limmunité antipaludique adaptative nécessite une
exposition longue; elle se met en place progressivement avec l'dge et les
expositions répétées. Elle fait intervenir non seulement les réponses humorales

mais aussi celles & médiations celiulaires [29].

» Réponses humorales ou Anticorps

Le réle des anticorps particulierement les IgG, dans la protection contre le
linfection palustre a été démontré par les expériences de transfert passif de
plasma provenant d’individus vivant en zone d’endémie a des personnes naives
non exposes [15, 20,83]. Chez les residents des zones endémiques, l'infection
palustre induit la- production des immunogiobulines spécifiques et polyclonales.
Ces anticorps sont produits par les cellules lymphocytaires B. Au cours de
I'infection palustre, les anticorps produits sont constitués essentiellement par des
immunogiobulines M et G (IgM et IgG), mais aussi dautres types
dimmunoglobulines telles que les immunoglobulines E(IgE), et
immunoglobulines A(IgA).

L'IgG est la plus importante parmi les isotypes d’anticorps. Chez les individus
protegés les sous-classes: cytophiliques IgG1 et lgG3 ont ét& fréquemment
rencontrées. Cependant, I'augmentation de la concentration d’lgG peut étre
associée a une diminution du risque d'infection palustre. La sous-classe lgG4 qui
est ‘non cytophiliqgue tout comme IgG2 peut inhiber les mécanismes effecteurs
par inhibition des.anticorps cytophiliques (8, 14]. o

Le role protecteur des IgM dans le cas du paludisme reste a étre élucidé: De
méme, aucune fonction spécifique antipaludique n’a été attribuée aux IgA [53].
Les infections palustres chez I'Homme aussi bien que chez les animaux orit été
associées 4 des concentrations élevées d'IgE totale et IgE anti-malarique
spécifique. L'élévation d'lgE apparait étre associée a la gravité du paludisme
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(Paludisme cérébral et autres formes sévéres de paludisme) [77]. Cepeéndant une
étude chez les'Peulhs et les Dogons au Mali a montré une assaciation entre de
faibles parasitémies et des taux élevés d’IgE spécifiques d'antigénes de P

falciparum [37]

Les anticorps agissent par divers mécanismes : i) inhibition de Finvasion des
hépatocytes par les sporozgites par opsonisation c'est-a-dire facilitation de leur
phagocytose ; ii) inhibition de l'invasion des érythrocytes par les merozoites ; iif)
inhibition de la croissance intra érythrocytaire du parasite (mesurée par l'essai
GIA « Growth Inhibition Assay »); iiii) la. clairance des. érythrocytes infectés par
ADCI «Antibody Dependant Cellufar Inhibition » [13, 15, 88]. Des anticomps
monoclonaux spécifiques de CSP de P. falciparum sont capables d’inhiber
linvasion et le développement de ce parasite dans les érythrocytes [60]. Les
etudes séro-épidémiologiques.conduites en Afrique de 'Ouest et au Kenya ont
montré que la réponse anticorps naturelle contre AMA-1 est trés fargement
distribuée avec une forte fréquence [92]. Les réponses humorales et cellulaires

contre AMA-1 augmentent avec I'age dans les populations continuelle;nent'-
exposées au paludisme [97]. Les anticorps spécifiques d’AMA-1 naturellement
acquis chez les individus vivant en zone d’'endémie palustre sont capables
d'inhiber la croissance in vitro de P. falciparum [44].

L'antigéne MSP-3 induit des anticorps cytophiliques protecteurs et le mécanisme
de base serait 'ADCI [15].

De nombreuses études réalisées in-vitro ont démontré que des cellules
effectrices comme les monocytes/macrophages ou les neutrophiles, étaient
capables, en association avec les IgG spécifiques, d'éliminer les stades sanguins
du parasite ou d’inhiber leur prolifération. En effet, les monocytes de souris, de
singes, et des humains sont capables de phagocyter et d’éliminer les mérozoites
et les globules rouges infectés, en. présence de sérums d’individus immuns ou
d'1gG purifiés a partir de ces sérums [41, 51, 64].
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Une étude similaire réalisée sur des cuitures de P. fafciparum in-vitro, a mis en
évidence un mécanisme original faisant intervenir les monocytes ou les
neutrophiles, et les IgG spécifiques [15].

Ce nouveau mécanisme nommé ADCI {Antibody Dependant Cellular Inhibition)
se distingue de FADCC (Antibody Dependant Cellular Cytotoxicity) par e fait qu'il
n'induit pas uniquement la lyse des globules rouges parasités, mais aussi une
inhibition de la croissance du parasite, partiellement réversible jorsque ceux-ci
sont remis en culture sans monocyte, ni 1gG. Par la suite, d’autres études ont
démontré que FADCI avait pour cible principale des antigénes des mérozoites
comme MSP-3 [13, 15, 72].

({ .- _ - - - ‘
5 - ADCI ﬁ\L.a anticorps
: g SN s CYTOPHILES .
S S mérozoite
monocyte | -_ _ " W.‘w"‘ N
’ - fo
<)

-.f\ntibotl_:_.?-_fdepcudnn_t cellufar inhibition of
parasite multiplication : ADCI

Figure 2 : Schéma de Pinhibition cellulaire dépendante de anticorps (ADCI)

Source : Jean-Louis Pérignon, Unité de Parasitologie Biomédicale,
Pierre Druilbe, Institut Pasteur, Paris ReMeD- Paris, 3 novembre 2008
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» Réponse cellulaire
Les celiules T CD4+ ou T helper et les T CD8+ ou T cytotoxiques interviennent
dans immunité anti-palusire. il est actuellement bien établi que les cellules T
CD4+ et T CD8+ reconnaissent des peptides antigéniques de Plasmodium
présentés respectivement par les molécules CMH classe |l et Classe | exprimés
a la surface des hépatocytes infectés [45, 46, 47]. li a été montré que les cellules
T CD4+de type Th1 spécifiques d'épitopes de la CSP sont capables de conférer
la protection contre P. yeolii chez la souris [80]. Les lymphocytes T CD4+
peuvent par le biais des cytokines activer les cellules T cytotoxiques contre les
hépatocytes infectés. lls sont essentiels a la protection contre les formes
asexuées sanguines du Plasmodium aussi bien chez 'homme que chez la
souris. Les souris immunisées présentaient des infiltrats inflammatoires aprés
leur infection par des sporozoites de P. berghei. Ces infiltrats étaient dépendants
des cellules T CD8+ spécifiques des antigénes de ce Plasmodium [47). Chez la
souris les érythrocytes infectés induisent une réponse cellulaire T CD4+ et CD8+
specifiques de P. berghei. De plus.ce parasite exprime des antigénes présentés
par les celiules dendritiques lesquelles induisent des cellules T cytotoxiques
spécifiques [49, 54].
Les études de vaccination avec les sporozoites atténués ont montré que les
cellules T cytotoxiques infiltraient le fole et pouvaient intervenir dans la
destruction des hépatocytes infectés par le Plasmodium [76].
les études de vaccination chez 'homme ont montré qu'AMA-1 induit le
développement d'une réponse cellulaire mémoire aussi bien chez les personnes
naives que chez celles vivant en zone d’endémie [49,55].
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3. L’antigéne Merozoite Surface Protein-3 (MSP-3)
3.1. Historique
Avec I'émergence de la résistance du plasmodium aux médicaments
antipaludigues, le développement d’un vaccin est devenu prioritaire;
La plupart des recherches vaccinales de stade sanguin est concentréee sur les
antigénes qui sont exprimés sur la surface du mérozoite et ou du globule rouge
parasité Merozoite Surface Protein-3 (MSP-3) est une famille de protéines

identifiée: comme la cible des anticorps protecteurs d'africains de I'Ouest au

cours d'une expérience de transfert passif chez les humains [73.83]
3.2. Description
Antigéne. peu polymorphique, il est exprimé dans la lumiére de la vacuole

parasitophore. La proteine MSP-3 utilisée comme candidat vaccin est fortement
excrétée au moment de la rupture. des schizontes matures et exprimée a la
" surface des mérozoites de Plasmodium. falciparum. C'est une protéine de 48
kDa, composée de 354 acides aminés [73].. Elle est codée par un génede

1065bp situé -sur le chromosome 10 de P. falciparum souche 3D7 (source:
htip:/plasmodb.org/plasmo). La protéine MSP-3 est constituée d’une région N-
terminale (polymorphique), et une région C-terminale (fortement conservée).
Dans cette demiére partie il été cloné un ¢cDNA DG210 qui code pour la région
cible des IgG protectrices. Le peptide: MSP-3b composé des acides aminés 184
a 210 dérivant de la séquence DG210constitue I'épitope immunogénique de
I'antigéne MSP-3 [73] (Figure 3).

L'analyse du génome de P. falciparum 3D7 a montré la présence de plusieurs

génes sur fe chromosome 10 codant pour MSP-3. C’est donc une famille_
multigénique dont i existe plusieurs ‘membres caractérisés: MSP-3.1 (354
acides aminés), MSP-3.2 (371 acides aminés), MSP-3.3 (424 acides aminé),
MSP-3.4 (697 acides aminés), MSP-3.5 (712 acides aminés), MSP-3.6 (566
acides aminés), MSP-3.7 (405 acides aminés), MSP-3.8 (762 acides aminés).
Ces 8 génes sont situés en tandem:sur-le chromosome 10 et les protéines MSP-
3 gu'ils codent présentent dans leur partie N-terminale une séquence conservée
de 5 aminoacides (NLRNNG). Six d'entré elles (MSP-3.1, MSP-3.2, MSP-3.3,

21
Thése de Pharmacie, Année Universitaire 2009-2010 MRTC/DEAP/FMPOS



Généralités
; MSP-3.4, MSP-3.7 et MSP-3.8) possédent une similarité de sequence de la
_ partie C-terminale et sont exprimées a la surface des mérozoites. Par contre
3 MSP-3.5 et MSP-3.6 ne présentent pas cette similarité de séquence C-terminale

[73]. Les six membres de la famille de géne MSP-3 ayant une similarite dans leur
partie C-terminale sont les cibles des anticorps intervenant dans le mécanisme
ADCI et semblent jouer un réle'important dans I'immunité protectrice. Cependant
ils présentent des caractéristiques antigéniques différentes.

Notre candidat vaccin correspond au MSP-3.1 et les études anterieures ont
démontré qu'elle induit la production des anticorps cytoph}[es 13G1 et [gG3. Ses
isotypes sont responsables de [lactivité ADCI (Antibody Dependant Celfufar

Inhibition) [33,73].
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» P. faleiparum Merozoite Surface Protein 3 (MSP3)

N-termona! haff il Cterminal haif ‘
3 (polymchiz:) 2h (highly conserved) >
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(A) Schematic presentation of P, fulciparum MSP3 (from 3D7 strain), DG210 is the
original cDNA clonc identified to be the tarpet of protective antibodies, MSP3b is an antigenic
region (a peptide) derived trom DG210 sequenee (Ocuvray, e af., 1994), (B) The coiled-coil
structure of the three MSIP3 heptads (HY, H2 and H3)_, as determined by NMR studics (Muihicrn,
et al., 1994), (C) Detection of MSP3 in parasite exiract by using antibodics against G210,
Parasitc cxtract was resolved by SDS-PAGE under reducing cenditions. The position of MSP3 is

indicated by the arrow, whercas the values show positions of moleenlar weight markers (kDa).
Figure 3 : Schéma Merozoite Surface Protein-3 (MSP-3) de P falciparum
Source : Singh S. Thése de doctorat d'lmmunologie. Bio-Medical Parasitology

Unit, Pasteur Institute, Paris, France
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Methodologie

1. Lieu d’étude

Cette étude a été effectuée a Sotuba, un village périurbain de Bamako. I
est situé au sud-est de la ville a proximité de la rive gauche du fleuve Niger. Sa
population est estimée a 6.472 habitants. La transmission du paludisme y est
saisonniére de Juin & Décembre. Le taux d'lnoculation Entomologique (TIE)
annuel est faible (inferieur & 15 piqures infectantes par personne et par an).
L'incidence du paludisme varie entre 0,4 a 1,7 chez ies enfants de 0 & 2 ans [26].

‘Sotuba est un site de recherche du MRTC depuis 1990. L'équipe du MRTC a

établi un bon rapport avec la communauté et y a construit un centre de santé
comportant .un laboratoire de diagnostic et un depét de médicament. Le centre
dispose d’une connexion intemet.

La proximité du Centre Hospitalier Universitaire Gabriel Touré offre la possibilité
de référence rapide des cas graves de paludisme.
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et Korotoumou SANGARE. Labo_Carto_Université de Bamako
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2. Type et période d’étude
Nous.avons effectué une étude transversale au mois de mai 2008. L e passage a
été effectué durant 2 semaines du 14 au 30 mai 2008.
3. Population d’étude et échantillonnage
Notre étude a concerné les enfants de 1 a 4 ans vivant & Sotuba et environnants.
Ces enfants sont également des volontaires de I'essai vaccinal de phase 2b de
MSP-3. Au total 400 enfants sains ont été inclus dans cette étude. Ces enfants
ont subis un examen physique et biclogique (hématologie, biochimie et goutte
épaisse).
4. Critéres d’inclusion

> Etreagéde1adans

» Etre en bonne santé physique

> Résider Sotuba et ses environs pendant toute la période de I'étude

» Avoir regu le consentemernt éclairé du parent ou du tuteur légal
5. Critéres de non inclusion

» Avoir une goutte épaisse positive

» Avoir une splénomégalie

» Avoir untaux élevé de fransaminase (ALT)

» Etre sous un traitement immunosuppresseur
6. Les technigques de laboratoire
Le dosage des anticorps. a été effectué par la iechnique de VELISA et Ja
reconnaissance de MSP-3 natif par le Western Blot. Les échantillons analysés
étaient des plasmas.
6.1. Le prélévement sanguin et la'préparation des échantillons biologiques.
Au total 5 'ml de sang veineux étaient prélevés chez chaque enfant dans des
tubes contenant 1000 Ul de deltaparine de sodium (Fragmine® Pfizer, Belgique).
Les tubes de sang étaient acheminés au laboratoire dans les 2 heures qui
suivaient le prélevement. Ces tubes étaient transvasés sous hotte dans des
tubes Leucosep (Greiner Bio-one, Hannover, Allemagne) pour la séparation des
cellules mononuclées du sang périphérique. Aprés une centrifugation a 2000t/mn
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pendant 20mn & 25°C sans frein, le plasma &tait collecté dans des tubes stériles
fond conique de 0,5ml (Micrewtubes® T332-2S).
Ces plasmas. étaient conservés a une témpérature <-15°C jusquau dosage des

anticorps.

6.2. Dosage des anticorps sériques.

Il a concerné les IgG et IgM spécifiques de MSP-3 LSP. C’est la technique de
'ELISA indirecte:qui a été utilisée. La technique a été fransférée au MRTC dans
le cadre du réseau Afroimmunocassay de AMANET. En effet I'ébjectif de ce
réseau constitué de six institutions africaines de recherche sur le paludisme dont
le MRTC du Mali, est de standardiser les méthodes d’évaluation des réponses
immunes confre les antigénes candidats vaccins. MSP-149, AMA-1, MSP-3,
GLURP et CSP. Les.procédures standardisées ont-été écrites et.partagées avec
les différents partenaires du réseau. Nous avons. effectué la mise au poiﬁt-de la
technique au MRTC avant de la pratiquer sur les échantillons.

Principe

La techniqué ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) est une technique
immuno-enzymatique de détejction qui permet de visualiser une réaction
antigéne-anticorps obtenue par addition du-plasma (anticorps) & Pantigéne grace
a uﬁe réaction colorée produite par l'action sur un substrat d'une enzyme
préalablement fixée a 'anticorps.

.+ || Lavage '@, ) Lavage o)

N Rt |

Coating: Ag MSP-3 1% anticorps contenu 2éme Anticorps Substrat
Standard anti-lgG/1gM dans les plasmas {conjugué)

Figure 5 : Différentes étapes de VELISA indirecte.
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6.3 Evaluation de la reconnaissance de MSP-3 natif par les IgG sériques
spécifiques : technique de Western-blot ou immuno-empreinte

Principe

C'est une technique qui consiste dans:un premier temps.a séparer les antigénes
de P. falciparum par électrophorése en gel d’agarose dénaturant (les différentes
protéines sont séparées dans. le gel en fonction de leur poids moléculaire) et a
les transférer sur une membrane de nitrocellulose qui est incubée- dans un
second temps avec le sérum contenant les 1gG 'spécifiques des antigénes de P.
falciparum. Le complexe MSP-3 natif-lgG anti-MSP-3 humain- fixé sur la
membrane de nitrocellulose est révelé par un conjugué anti-lgG humaine couplé
a la peroxydase et le substrat chromogéne. La protéine native apparait sous
forme d'une bande de 48kDa (voir figures 3 et 7).

La technique de Western blot (WB) a été effectuée sur 386 échantilions. Ce test
ayant été effectué dans le cadre de l'essai vaccinal MSP-3: seuls les
-échantillons: provenant des volontaires dont les prélévements de JO et J84
étaient a la fois disponibles ont été traités au WB.. '

> Préparation des extraits parasitaires de P, falciparum
Concentrer les foﬁne_s mares.du parasite.(clone 3D7) sur gélatine porcine
(25% de culot de. _parasites'f+ 25% de RPMI + 50% de gélatine porcine a 1%)
Incuber 30 minutes a 37°C
Obtention de 2 phases distinctes (conserver le volume flottant)
Centrifuger faire unfrottis pour.compterla parasitémie (doit &tre au moins 60%)
Diluer le culot de parasites 10 fois en PBS 1x puis volume a volume avec le
tampon d'échantiilon 2x.
Les extraits sont testés en western blot, ceux présentant une forte présence de
MSP3 (formes trés mdres du parasite) sont regroupés et des aliquots de 100yl
sont constitués soit {a quantité pour un gel et conserves a -20°C.
Juste avant de déposer sur le gel faire bouillir les extraits pendant 6 mn puis les

centrifuger rapidement N
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Figure 6 : Aspects de la culture de Plasmodium falciparum 3D7 pour la

préparation d’extrait d’antigéne MSP-3 natif.

> Préparation:des gels d’agarose
Sortir les gels de la chambre froide les laisser réchauffer
Sortir les gels de leurs pochettes
Enlever délicatement la bande en bas du gel
Enlever délicatement les peignes
Placer les gels dans le (ou les) portoir de la cuve de migration Mini-PROTEAN
Tetra cell, la plaque la plus petite tournée vers l'intérieur

Remplir 'espace entre les gels avec le tampon de migration
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Remplir le reste de la cuve avec le tampon de:migration jusqu’au niveau. indiqué
pour 2 ou 4 gels.
Rincer avec une micropipette de 1ml le: puits du gel avec le tampon de migration

> Migration des protéines -
Faire bouillir les extraits parasitaires pendant 6mn puis les .centrifuger
rapidement, |
Déposer délicatement 100ul d'extrait dans le grand puits en prenant soins de
bien repartir et 10ul de marqueur de poids moléculaire dans le petit puits
Femmer le couvercle:de fa cuve
Faire migrer a 200 volts jusqu’a ce que le front de migration (bleu' de
bromophénol) commence a sortir du gel (cela dure 40 & 50.mn).

> Préparation du transfert
Remarque : toujours porter des .gants pour toucher la nitrocellulose qui doit &tre
manipulée avec beaucoup de précaution.
Découper dans du papier filtre Whatman 2 rectangles de 10 sur 8 cm par.gel
Découper dans la feuille de nitrocellulose un rectangle de 9 sur 7 cm pour 1 gel
Faire tremper les éponges et les papiers filtres dans le tampon de transfert
Mouiller les rectangles de -'nitrgcellulosé dans de l'eau déminéralisée puis les
faire tremper-dans le tainpon de transfert.
Sortir les gels de la cuve et de leur portoir
Déposer la cassette de-gel la petite plaque en haut
Couper avec un scalpel le film plastique le long de la bande blanche surle bord

de la cassette

Séparer délicatement les plaques de la cassette

Enlever les parties supérieures du gel qui ont formé les deux puits

Prendre délicatement le gel et [e mettre dans du tampon de transfert

Prendre une cassette de transfert et piacer du c6té noir, Déposer 1 éponge puis
1 un rectangle de papier filtre 80 cm? puis déposer délicatement le gel et ensuite
le rectangle de nitrocellulose 63 cm? én évitant que des builles d’air se forment.
Recouyrir enfin avec ie second rectangle de papier filtre 80 cm? et.une éponge.
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Fermer la cassette de transfert et placer dans le module de transfert, c6té noir
vers le c6té noir du module qui correspond & la cathode
Procéder de méme pour un deuxieme gel
Disposer I'ensemble dans la cuve de migration
Mettre le bac de glace dans la cuve
Remplir la cuve de tampon de transfert et fermer le couvercle
Transférer pendant 2 heures a 150 mA
Alafin du temps, sortir les cassettes de la cuve et les:déposer c6té noir vers soi
Quvrir délicatement le dispositif, enlever l'épbng_e et le papier filtre
Dessiner au stylo les contours du gel sur la nitrocellulose en faisant surtout
attention au bas du gel
Décoller délicatement le gel et mettre le rectangle de nitrocellulose dans la
solution de coloration au rouge Ponceau pendant 5 mn sous agitation
Laver le. rectangle de nitrocellulose avec de I'eau déminéralisée (les protéines
apparaissent en lignes rouges)
Placer le rectangle de nitroceliulose entre deux morceaux de parafilm afin
d'éviter la dessiccation
Emballer le tout-dans du papier aluminium et conserver a -20°C.

> Immunoblot
Sortir du-congélateur, le rectangle de nitrocellulose emballé dans le parafilm et le
papier aluminium et laisser réchauffer au moins 10. mn a la température du
laboratoire.
Enlever la feuille d’aluminium et déposer sur une plaque en verre le rectangle de
nitrocellulose tout en le gardant dans le parafilm
Découper des bandelettes d’environ 3 mm de large au Scalpel (22 par gel en
moyenne)
A l'aide d’une pince enlever le parafilm du dessus de la bandelette et inscrire le

numeéro du sérum a tester

Placer les bandelettes dans un bac circulaire en verre contenant 100ml de

fampon de saturation
Incubér-pendant 20mn en agitation a la température du laboratoire
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Changer le tampon de saturation

Incuber a nouveau pendant 20mn en agitation a la température du laboratoire
Diluer les plasmas humams au 1100 (en premiére intention) dans le tampon de
dilution

Diluer le sérum de rat (témoin positif) au 1/2000

Déposer 1m! de chaque dilution dans un canal du bac en verre pour bandelettes
Alterner 1 témoin positif (Rat) toutes les trois bandelettes (positions 1, 4, 7, etc.)
Deposer les bandelettes chacune dans son canal en fonction du schéma adopté.
Incuber 1 heure en agitation a la température du laboratoire

Sortir les bandelettes des canaux et les répartir dans deux bacs circulaires en
verre contenant chacun 100 ml de tampon de lavage avec lait (les bandelettes
venant du sérum dé rat dans un bac, celles avec les plasmas humains dans
l'autre)

Mettre en agitation pendant 8mn 4 la température du laboratoire puis verser le
tampon.

Effectuer cette opération 3 fois.

Diluer les conjugués anti-lgG humain et anti-lgG de rat au 1/7500 dans leur
tampon de dilution dans des tubes différents.

Verser les conjugués dilués dans les bacs contenant les bandelettes (les
bandeleties incubées avec les sérums humains sont plongées dans lanti-lgG
humain dilué et les bandelettes incubées avec les sérums de rat sont plongees
dans Panti-igG rat dilue)

incuber pendant 30 mn en agitation a température du laboratoire.

Laver trois fois les bandelettes dans du tampon de lavage sans lait pendant 8 mn
en agitation.

Préparer le substrat extemporanement

Placer les bandelettes dans le substrat

Laisser incuber pendant 10 mn sans agitation

Arréter la réaction en plongeant les bandelettes dans un grand volume d'eau
déminéralisée

Placer les bandelettes entre deux feuilles de papier filtre pour les éponger
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Ranger délicatement les bandelettes entre deux nouvelles feuilles de papier filtre
et laisser sécher toute la nuit sous un poids.
» Reésultats et interprétation

Arranger les bandelettes -en les plagant cote a cote de fagon a alterner une
bandelette incubées avec du sérum de rat avec 2 bandelettes incubées avec du
sérum humain. '
Coller a I'aide du scotch les bandelettes sur une feuille de papier transparent
Scanner 'ensemble

Plusieurs bandes sont visibles sur chaque bandelette et celle correspondant.a

MSP-3 apparait sous forme d'une double bande a 48kD.

N®10=positif

Figure 7 : Résultat de western blot réalisé avec un extrait de Plasmodium
falciparum 3D7 et des.sérums d’enfants de I’étude. Images scannées.
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7. Considérations éthiques

Le protocole de I'étude a été approuvé par le Comité d’Ethique institutionne! de
la Faculté de Médecine, de Pharmacie e;t d’Odonto-Stomatologie de I'Université
de Bamako, Mali. L'étudé a été conduite conformément aux principes de bonnes
pratiques cliniques et de laboratoires en vigueur. Les participants et leurs parents
ou tuteurs ont re¢u une compensation pour les joumées de travail perdues.

8. Collecte, saisie et analyse des données

Les données ont &té récoltées dans des cahiers d'observation médicale et des
fiches d'enquéte. Les dossiers et les prelévements sanguins ne portaient pas le
nom des participants. Un numeéro d'étude et un numéro de dépistage leurs

avaient été.attribués.

Les données ont été saisies sur Excel et analysées sur SPSS version 12.0 et sur

STATA version 12.0,
Afin de déterminer la séropositivité 1gG et IgM spécifiques de MSP-3 chez les

-enfants, des sérums$ témoins ont été utilisés. Le témoin négatif est un pool de

serums sélectionnés sur 400 volontaires frangais n'ayant jamais quitté la Frande
dont les titres anticorps contre MSP3 sont égaux & la médiane des ftitres
anticorps des 400. Le témoin positif est un pool de sérums utilisés dans I'étude
de transfert in vivo a des enfants.

Nous avons calculé la moyenne et I'écart type des taux d'IgG et d’IgM mesurés
aux cours des différents essais. Le seuil de positivité en 1gG et IgM a été fixé ala
valeur de la moyenne des taux des sérums témoins négatifs plus 3 déviations
standards. Cés seuils étaient de 1000 ng/ml pour les IgG et IgM.
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Résuftats

Tableau | : La répartition de la population d’étude selon I’age et le sexe.

Masculin - Féminin
Age en années N % ‘ N % Total
1 | 50 12,5 50 125 100
2 49 12,25 50 12,5 99
3 ‘ 51 12,75 51 12,75 102
4 48 12 51 12,75 99
Total - 198 49,5 202 505 400
N= Effectif

L’échantillon d'étude comportait des filles et des gargons en proportions égales. Le sexe
ratio masculin / féminin -était de 0,98. L’age moyen de la population était de 2,5 ans avec
un écart-type de 1,11. {l y avait dans 'échantilion des proportions égales d’enfants de 1, 2,

3, et 4ans.

Au plan parasitologique et clinique tous les enfants avaient une goutte épaisse négative et
ne présentaient ni fiévre, ni splénomégalie au moment du passage.
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Tableau Il : Répartition des enfants de I'étude selon leur séropositivité IgM anti-MSP3
LSP et selon les classes d’dge.

IgM anti-MSP3 LSP
Age en années Positifs Négatifs Total
1 24 (6%) 76 100
2 33 (8.3%) 66 99
3 37 (9.3%) 65 102
4 38 (9.5%) 61 99
Total 132 (33%) 268(67%) 400

x*=5,46, p=0,1

La majorité des enfants (67%) était séronégative en IgM anti-MSP-3LSP contre 33% de
séropositifs. [[ n’y a pas de différence statistiqguement significative entre les classes d'age
quant a la séropositivité en IgM anti-MSP3 LSP.

Tableau [ll : Répartition des enfants de P'étude selon leur séropositivité IgG anti-
MSP3 LSP et selon les classes d’age.

IgG anti-MSP3 LSP
Age en années Positifs Négatifs Total
1 1 (1%) 99 100
2 0 (0%) 99 99
3 2 (2%) 100 102
4 1 (1%) 98 99
Total 4 (1%) 396 400

La majorité des enfants était séronégative en 1gG anti-MSP-3. Seulement 1% avait des IgG
anti-MSP-3 LSP. Il n’y a pas de différence entre les classes d’age quant a la séropositivité

en IgG anti-MSP3 LSP chez les enfants de I'étude.
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Tableau IV : Répartition des enfants de I’étude selon la réponse en IgG et IgM anti-
MSP3

R

"~ IgG /igM anti-MSP3 LSP
Age en années Positif Négatif Total
1 0 75 75
2 0 66 66
3 2 (2,9%) 65 67
4 0 60 60
Total 2 (0,5%) 266 268

Seulement 2 enfants ages de 3 ans possédaient des IgG et igM anti-MSP3 LSP,

La distribution' geographique a Sotuba des enfants selon leur statut serologique-en IgG et
IgM anti-MSP-3 est présentée dans la figure 8. Les enfants porteurs d’IgM anti-MSP-3 sont
repartis sur toute I'étendue du village. Seulement 3 des enfants porteurs d’lgG ont pu étre
localisés sur la carte et sont repartis dans des concessions différentes. Le quatriéme enfant
n'est pas dans le village de Sotuba mais & proximité c’est pourquoi il n’a pu étre localisé

sur la carte.
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Figure 8 : Localisation des enfants séropositifs en IgG ou en IgM anti-MSP3 dans le
village de Sotuba

Source : Pr. Amadou BALLO et ses assistantes Binta TRAORE, Kamba KONE et
Korotoumou SANGARE. Labo_Carto_Université de Bamako,
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Tableau V : Répartition des enfants de I'étude selon le résultat du Western-biot

.

Western-biot Effectifs Péurcentage
Positif 0 0
Négatif 386 100
Total 386" 100

*Sur un total de 400 plasma seulement 386 ont été testés au WB.
Les résultats manquant sont dus au fait que les plasmas étaient testés en paires (JO et
J84) et que 14 individus n'avaient qu'un seul plasma (JO). Tous les plasmas des enfants
tesiés au western blot étaient négatifs en anticorps reconnaissant le MSP-3 natif (extrait de
culture de P. falciparum au stade schizontes matures).

Tableau VI: Moyenne des concentrations en IgG et IgM anti-MSP-3 en fonction de
Fage des enfants de ’étude.

Age en Effectif Moyenne géométrique Moyenne géométrique
années IgG en ng/mi IgV en ng/ml
1 100 21,01 504,34
2 99 23,93 615,49
3 102 20,39 693,59
4 99 35,59 663,89
Total 400 24,53 615,13
lgG: F=1.48 p=0.21 IgM: F=2.45 p=0.06

Il ny avait.pas de différence statistiquement significative dans les taux moyens d’lgG et
d'igM anti-MSP3 LSP selon I'dge des enfants. Cependant les taux d’lgG des enfants de 4
étaient plus élevés que ceux des enfants moins d4gés méme si la différence n'est pas
significafive (F=3,4 p= 0,006).
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Figure 9 : Comparaison des concentrations en lgG spécifique de I'antigéne MSP-3
en fonction de I'dge des enfants de I’étude.

Les boites montrent les médianes, les 25°™ et 75°™ percentiles et les points au dessus
des boites représentent les valeurs extrémes. Le test de Tukey ma pas montré de
différence statistiquement significative entre les taux médians d'lgG anti-MSP3 LSP selon
'age.

40
Thése de Pharmacie, Année Universitaire 2009-2010 MRTC/DEAP/FMPOS




Y

Résultats

o
o
O 7]
o,
; .
S
84 P
= D L]
o .
c . 8
i [} .
o8 o
=<7 . e
o< e e
- L] »
2 ® °
G H j_ —T
Os ‘
=3
9- .
~
o= - - - J— W m e awaw
1 2

. 3 Age en année 4

Figure 10 : Comparaison des concentrations d’ IgM anti- MSP-3 en fonction de I'age
des enfants de I’étude.

Les boites montrent les médianes, les 25%™ et 75%¥™ percentiles et les points au dessus
des boites représentent les valeurs extrémes. Le test de Tukey n’a pas montré. de
différence statistiquement significative entre les taux médians d’IlgM anti-MSP-3 selon

n

Fage.
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Figure 11 : Corrélation entre les.concentrations en IgG et IgM anti-MSP-3
I n'y avait pas de correlation entre les taux d'lgG et d’igM anti-MSP3 LSP (r=0,04;
p=0,39).
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Discussion

1. Approche méthodologique

L'objectif de cette étude était d'analyser la réponse anticorps spécifique de MSP-
3'LSP dans les conditions-d'une exposition naturelle chez des enfants vivant en
zone d’endémie palustre.. :

‘Pour atteindre cet objectif nous avons effectué I'étude a Sotuba, un village situé
‘en zone périurbaine de Bamako ol ie MRTC effectue un essai pédiatrique de
phase 2b du candidat vaccin MSP-3 en coliaboration avec PUnité de
J Parasitologie Biomédicale de IInstitut Pasteur de Paris, sponsorisée par le.
réseau AMANET. Nous avons voulu savoir si les enfants de I'essai avaient des
taux d’anticorps anti-MSP-3 mesurables avant Ja saison de transmission du
paludisme. Il a été décrit que la présence d’anticorps spécifiques de MSP-3 en
début de saison de transmission est un indicateur de protection contre la
survenue-des cas de paludisme chez les enfants [61]. Au cours de cet essai les
3 doses du candidat vaccin ont été¢ administrées avant le début de la
transmission du paludisme afin d'éliminer 'effet. d’'une possible prémunition lice &
Fexposition naturelle. L'argument était basé sur le fait que les enfanis de 0 & 4
ans n'ayant pas été suffisamment exposés donc n’auraient pas d'anticorps
spécifiques de MSP-3.

Nous avons pu au-cours de cette étude appliquer des procédures standardisées
du réseau Afro-lmmuno Assay de AMANET pour les dosages des IgG et IgM
spécifiques des antigénes du Plasmodium. Ceci a été possible dans le cadre du
réseau AMANET. Egalement le transfert.de la technique de Western-blot pour la.
reconnaissarnce de l'antigéne natif par les IgG: des volontaires a été effectue en
collaboration avec I'Unité de parasitologie biomédicale de I'institut Pasteur.

Donc ce sont des techniques standandisées qui ont été utilisées.
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2. Résultats descriptifs.

La répartition équilibrée des enfants en fonction de I'age et du sexe est
due au hasard. IIs ont été sélectionnés de faqon,aléatoire_ pour 'essai vaccinal de
MSP-3. Aussi tous ces enfants avaient une parasitémie négative a la goutte
épaisse. Cependant vu que nous n'avons pas effectué de PCR, nous ne
pouvons pas exclure qu'au moment du passage certains enfants possédaient
des parasites. Le village de Sotuba est en zone périurbaine et des études
antérieures ont montré qu'il-n’y avait presque pas de transmission du paludisme
au mois de mai [85].

Les taux d’lgG anti-MSP-3 observés chez les enfants de I'étude étaient
faibles méme s'ils augmentaient avec I'age (Figure 9). Seulement 1% des
enfants avaient une réponse IgG anti-MSP-3 positive {Tableau lll). Ceci est en
accord avec les observations de Niébié et al'en 2008 qui ont montré que les taux
d’!gG anti-MSP-3 étaient généralement faibles chez les enfants avec une
‘augmentation dépendante de I'age. Les taux d'IgG anti-MSP-3 &taient deux fois
plus faibles chez les enfants de moins de 10ans que chez ceux de plus de 11
ans. Par conire 39% des enfants de I'étude effectuée au Burkina Faso avaient
une réponse IgG positive contre MSP-3 LSP ﬂavant le début de la saison de
transmission alors que nous avons eu seulement 1% [61]. Cette difféerence de
proportion est due probablement a plusieurs raisons : des seuils de positivité
différents dans les deux études, aux périodes différentes de collecte des
échantillons et au niveau d’endémicité du paludisme.

Les taux faibles d'lgG anti-MSP-3 s’expliqueraient par leur acquisition lente mais
progressive avec l'dge et [I'exposition. Plusieurs études aussi bien
épidémiologiques que d’essais cliniques ont montré le rdle protecteur des 19G
anti-MSP3-LSP. En effet le transfert passif d’lgG provenant d’adultes africains &
des personnes naives. pour le paludisme.a montré un role protecteur de ces 1gG
qui étaient spécifiques de I'antigéne MSP-3 [20, 61].

Ces lgGs- protectrices sont de type lgG1 et 1gG3 cytophiliques qui agissent par
un mécanisme d'ADCI utilisant les monocytes [14, 61,69].
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3. Résultats analytiques

Les IgG spécifiques- de MSP-3 mesurées par ELISA doivent reconnaitre la

protéine native de MSP-3 exprimée sur P. falciparum pour étre

immunologiquement actives. Une fagon de savoir si les I9G specifiques de MSP-

3 dosées par ELISA reconnaissent le MSP-3 natif est d'effectuer des Western
blots sur des extraits de parasites avec.les plasmas des volontaires. C'est cette
méthode que nous avons pratiquée avec les plasmas des enfants de I'étude. ||
ressort qu'aucun plasma ne contient des 1gG reconnaissant MSP-3 natif

(Tableau V). Méme les 1% des enfants positifs en IgG anti-MSP-3 par ELISA

étaient négatifs en Western blot. Ceci indique que soit les enfants ne

- possédaient pas d'lgG anti-MSP-3 et que les positifs a 'ELISA étaient des faux
positifs, soit-que les 1gG anti-MSP-3 détectées ne reconnaissaient pas le MSP-3

natif. L'ELISA est une technique sensible mais moins spécifique que le WB dont
les résultats semblent indiquer que les enfants de nofre étude ne possédaient
pas. d'IgG spécifiques de MSP-3 avant la saison de transmission. Ce qui
expliquerait la sensibilité au paludisme des enfants de moins de 5ans.

Il a été observé que les isotypes IgG2 et IgM prédominaient chez les individus
non protégés contre paludisme indiquant leur role non protecteurs [61]. Nous
avons mesuré les taux d’'lgM anti-MSP-3 LSP dans notre population d’enfants et
les résultats.montrent que les taux d'igM anti-MSP3 étaient plus &levés que ceux
des 1gG. La proportion d’enfants séropositifs en 1gM anti-MSP-3 &tait également
plus élevée (33%) mais il n'y avait aucune corrélation entre les taux IgG et IgM.
anti-MSP3 (Figure 11). Les IgM étant des anticorps de la réponse primaire, il est
surprenant de voir que leurs taux soient relativement plus élevés que ceux des
IgG en période oil la transmission est faible voire nulle. Deux hypothéses
peuvent expliquer ces résultats. Soit la méthode que nous avons utilisée pour
doser les IgM est trop sensible et les porteurs d'IgM sont en réalité des faux

positifs soit ces IgM sont les témoins d’une transmission récente. Si les porteurs

d'lgM étaient regroupés dans une zone de Sotuba nous pourrions penser que
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Discussion

ces IgM seraient les témoins d’une transmission récente de paludisme. Mais ces
enfants sont largement distribués (Figure 8). Il ‘est donc peu probable que les
IgM anti-MSP-3 que nous avons détecté ne soient pas liés a une transmission
courante. Les relations entre les taux d’IgM et la protection contre le paludisme
sont contradictoires. Certaines études ont montré que les IgM anti-MSP-3 ne
sont pas associés avec la protection contre le paludisme [69, 73]. Le role des
IgM spécifiques de MSP-3 dans le paludisme reste donc a élucider.

Nous avons effectué upe enquéte transversale mais il aurait été intéressant
d'investiguer la corrélation entre la présence des anticorps anti-MSP-3 et la
protection contre le paludisme dans notre population d’étude. Ceci pourra faire
I'objet d’étude ultérieure.
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Conclusion

» Les enfants de Sotuba; volontaires de I'essai de Phase 2b du candidat
vaccin MSP-3 LSP ne possédaient pas d'lgG spécifiques capables de
reconnaitre la protéine native MSP-3 avant le début de la saison de
transmission du paludisme.

» Les enfants porteurs d’'lgM anti-MSP-3 étaient élevés ; et il n'y avait pas
de corrélation entre les taux d’'lgG et d'IlgM anti-MSP-3 chez ces enfants.
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Recommandations.

Effectuer une étude de cohorte en élargissant 'age de la population d’étude de
0 a 15 ans ; et de rechercher s'il existe une corrélation des taux d’anticorps (1gG,
sous classes d'lgG, IgM et IgA) spécifiques de MSP-3 avec la protection contre

le paludisme.
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Résumé

Résumé
Fiche signalétique
Nom: KEITA Prénom: Yamoussa
Nationalité; Malienne Date de soutenance: Février 2010

Ville de soutenance: Bamako

Titre: Réponse naturelle anticorps anti-MSP-3 de Plasmodium falciparum chez
les enfants de 1 4 4 ans vivant en zone périurbaine de Bamako (Sotuba).

Lieu de dépét: Bibliothéque de la Faculté de Médecine de Pharmacie et
d’Odontostomatologie.

Secteur_d’intérét: P-aludisme, immunologie, essai .clinique vaccinal et Santé

publique.

Résumé

-Ce travail avait pour but d’analyser la réponse anticorps naturelle spécifique de
MSP-3-LSP de Plasmodium falciparum chez les enfants agés de 1 a 4 ans vivant
en zone de transmission faible du paludisme-a Sotuba.

C'était une étude transversale qui s’est déroulée & Sotuba, Bamako, Mali en mai
2008, L'étude a été portée sur 400 enfants qui étaient également des volontaires
de I'eéssai vaccinal de phase 2b de MSP-3.

Les tests biologiques appliqués étaient I'Elisa indirect et le Western-blot sur le
plasma. Les anticorps mesurés étaient IgG anti-MSP-3 et IgM anti-MSP-3,

Les concentrations médianes d’lgG anti-MSP-3 et d'IgM anti-MSP-3 étaient
relativement faibles titres chez les enfants.

Il Jn’y avait que 1% de discordance entre les résultats de I'Elisa indirect et le
Western-blot. Une faible corrélation positive entre les taux d’lgG et d'lgM anti-
MSP-3.

Les enfants de Sotuba volontaires de I'essai de Phase 2b du ‘candidat vaccin
MSP-3 LSP ne possédaiént pas d'lgG spécifigues capables de reconnaitre la
protéine native MSP-3 avant le début de la saison de transmission du paludisme.
Mots clés : Paludisme, Plasmodium falciparum, anticorps, Merozoite-Surface-
Protefn-S, ELISA indirect -et Western-blot.
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Résumé

Last Name: KEITA First Name: Yamoussa
Nationality: Malian
Locale of Defense: Bamako Date of Defense: February 2010

Title: Natural antibodies responses to MSP-3 of Plasmodium falciparum in the
children from 1 to 4 years living in peripheral area of Bamako (Sotuba).

Stored in the library of the Faculty of medicine, Pharmacy and Dentistry
Interested areas: Malaria, Immunology, Clinical Trial vaccine and Public Health

Abstract

The purpose of this work was to analyze the answer natural antibodies specific of
MSP-3-LSP of Plasmodium falciparum in the older children from 1 to 4 years
living'in zone of weak transmission of malaria to Sofuba. It was a cross-sectional
study which proceeded in Sotuba, Bamako, Mali in May 2008. The study was
related to 400 children who'were also volunteers of the vaccine test of phase 2b
of MSP-3.

The measure of anti-MSP-3 antibodies IgG and IgM were performed by Indirect
Elisa. We used Western-blot assay for concordance test with indirected ELISA
assay.

The results showed weak levels of anti-MSP-3 IgG and anti-MSP-3 IgM in
children’s plasma.

There was only 1% of discordance between the results of indirect Elisa and the
Western-blot.

A weak positive correlation enters the rates of IgG and IgM anti-MSP-3.
The voluntary children of Sotuba of the test of Phase 2b of the candidate
vaccine MSP-3 LSP did not have IgG specific able to recognize native
protein MSP-3 before the beginning of the season of transmission of
malaria.

Key words: Malaria, Plasmodium falciparum, Antibody, Merozoite-Surface-
Protein-3, indirect ELISA and Western-blot,
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Annexes
1- La technique ELISA
Matériel et reactifs
> Matériels
Micropipettes 1-20 pl, 20 =100 pl, 40-200 w1, 200 —1000yl
Micropipettes multicanaux (8 canaux)
Agitateur rotatif de plaque ELISA
Spectrophotomeétre

Ordinateur de bureau

Logiciel d’analyse des données ADAMSEL

Plagues de tritration en Polystyréne Maxisorp
F 96 439454
Réservoir de réactif en plastique
Erlenmeyer de 500mi, 2| et 5l
Embout jaunes pour les pipettes
Feuille de plastic adhésif

» Réactifs Chimiques: Référence
Acide sulfurique 10M BBB 133552
Tween 20 Merck cat.

no 822184

3,3’ 5,5 Tétraméthylbenzidine + Hy0, (TMB 4380
ONE)

Tampon de phosphate de sodiumn (PBS) 18912-014
Lait écrémeé en poudre

NaCl

1gG de chévre anti-lgG humain conjuguées  H10007
a la peroxydase
Conjugué anti-igG humaines de chévre H15007

Annexes

Fournisseur
Institution
Institution
Institution
Institution
Institution
Ed Remarque

Nunc / SSI
Institution
Institution
SSi

SSi
Foumnisseur

Bie & Bernisen
Merck Eurolab

KEM EN TEC

Gibco

Matas

Caltag

Caltag
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couplé a la peroxydase

IgG Poly-clonales humaines purifices The Binding
Site BP055

igM kappa humaines purifiées The Binding
Site BP030

Plasma témoin positif
Plasma témoin négatif

Solution de sensibilisation (Coating buffer)
Solution de blocage

Solution de dilution de sérum

Solution de lavage

Tampon de coloration

Tampon de dilution

Solution d'arrét 10 M H2S04

Antigene MSP-3 LSP212.380

Annexes

The Binding Site

The Binding Site

Institut Pasteur France
Institut Pasteur France

Institut Pasteur France
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Annexes

Modes opératoires

Afin d'exécuter cette procédure, il est recommandé au personnel de porter les
gants et d’étre vacciné contre I'hépatite B. Les réactifs doivent étre manipulés
selon les régles de bonnes ‘pratiques de laboratoires. L'execution des analyses
doit strictement suivre la procédure écrite (SOP).

Dosage des 1gG spécifiques de MSP-3 LSP
% Sensibilisation des puits de plaque avec I'antigéne {Coating)

» D'abord linitiale du technicien et la date de réalisation sont inscrites
sur la plagque.

» Pour la courbe de référence préparer une solution stock de
500ng/ml d’lgG humaines pures

» Mettre a l'aide d'une micropipette 100 pl de cette dilution dans les
puits A1 et A2 de la plaque

» Effectuer une dilution en série de raison 2 des A1, A2 jusqu'au
puits H1 et H2 puis jeter les 1000] en excés des derniers puits.

» Sensibiliser les puits des colonnes 3 4 12 avec 100 p! de l'antigéne
MSP-3 LSP dilué a 1.0 pg/ml.

» Couvrez la plaque avec la feuille de plastique adhésive.

» Incuber la plaque pendant upe nuit a 2-8°C (la plaque ainsi
sensibilisée peut éfre conservée pendant 21 jours dans le
réfrigérateur a 2 & 8°C).

< Blocage des plaques

» Laver la plaque 4 fois avec le tampon de lavage. et essorer en
tapant contre un papier absorbant.

» Distribuer 150 pl de la solution de blocage dans tous les puits.

» Incuber pendant 1 heure, la plaque a la température du laboratoire
dans une chambre humide et en agitation: lente.

< Addition du premier anticorps (plasma)
» lLaver4 foié les plagues avec le tampon de lavage et essorer.
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Annexes

» Pendant la période d'incubation du blocage, diluer les sérums
témoins positif et négatifs et les plasmas de volontaires au 1:200
dans le tampon de dilution.

» Distribuer 100ul des sérums et plasmas dilués dans les puits
conformément au schéma de plaque.

> Incuber pendant 2heures la plague & la température du laboratoire
dans une chambre humide en agitation lente.

< Addition du second anticorps ou conjugué

» Laver 4 fois les plaques avec le tampon de lavage et essorer.

> Distribuer dans les puits 100ul du conjugué anti-lgG humaine de
chévre dilué a 1:3000 dans le tampon de dilution.

» Incuber pendant 1heure la plaque a la température du laboratoire
dans une chambre humide en agitation lente.

% Addition de substrat (TMB)

» Laver 4 fois les plaques avec le tampon de lavage et bien essorer.

» Distribuer 100 pl de substrat dans-chague puits.

» Incuber pendant 30 minutes a 'abri de la lumiére,

» Arréter la réaction en ajoutant 100pl d'une solution HySO4 1M dans
chaque puits.

% Lecture et expression des résultats

» Mesurer les densites optigues des puits a laide d'un
spectrophotométre a 450 nm avec un filtre de référence de 620 nm
en utilisant le logiciel SOF TmaxPRO 5.0.

» Analyser les résultats avec le logiciel ADAMSEL®
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Annexes

Dosage des IgM spécifiques de MSP-3 LSP
% Sensibilisation des puits de plaque avec I'antigéne (Coating)

>

D*abord l'initiale du technicien et la date de réalisation sont inscrites
sur la plaque.

Pour la courbe de référence préparer une solution stock de
500ng/m! d’lgM humaines pures

Mettre a l'aide d'une micropipette 100 ul de cette dilution dans les
puits A1 et A2 de la plaque

Effectuer une dilution en série de raison 2 des A1, A2 jusqu'au
puits H1 et H2 .puis jeter les 10001 en excés des derniers puits.
Sensibiliser les puits des colonnes 3 a 12 avec 100 ul de 'antigéne
MSP-3 LSPdiluéa 1.0 ug/mil.

Couvrez la plaque avec la feuille de plastique adhésive.

Incuber la plague pendant une nuit a 2-8°C (la plaque ainsi
sensibilisée peut étre conservée pendant 21 jours dans le
réfrigérateur & 2 a 8°C).

% Blocage des plaques

>

Laver la plaque 4 fois avec le tampon de lavage et essorer en
tapant contre un papier absorbant.

» Distribuer 150 pl de la solution de blocage dans tous les puits.

» Incuber pendant 1 heure, la plaque a la température du laboratoire

-dans une chambre humide et en agitation lente.

% Addition du premier anticorps (plasma)

»

Laver 4 fois les plaques avec le tampon de lavage et essorer.

» Pendant la période d’incubation du blocage, diluer les sérums

témoins positif et négatifs et les plasmas de volontaires au 1:200
dans le tampon de dilution.

> Distribuer 100ul des sérums et plasmas dilués dans les puits

>

conformément au schéma de plaque.
Incuber pendant 2 heures la plaque a la température du laboratoire

dans une chambre humide en agitation lente.
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< Addition du second anticorps ou conjugué
» Laver 4 fois les plaques avec le tampon de lavage et essorer.
» Distribuer dans les puits 100ul du conjugué anti-lgM humaine de
chévre dilué a 1:3000 dans le tampon de dilution.
> Incuber pendant 1heure-la plaque a la température du laboratoire
dans une chambre humide en agitation lente.
< Addition de substrat (TMB one)
> ‘Laver 4 fois les plaques avec le tampon de lavage et bien essorer.
» Distribuer 100 pl de substrat dans chaque puits.
» Incuber pendant 30 minutes & I'abri de la lumiére.
> Arréter la réaction en ajoutant 100ul d’'une solution H,S0,. 1M dans

chaque puits.

% Lecture et expression des résultats
> Mesurer les densités optiques des puits a rlaide d'un
spectrophotometre a 450 nm avec un filtre de référence de 620nm
en utilisant le logiciel SOFTmaxPRO 5.0.
> Analyser les résultats avec le logiciel ADAMSEL®
> Les seulils de detection étaient de 1000 ng/ml pour les IgG et igh..
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2- Western blot:
Matériels et réactifs:

| » Matériels
r Cuves de migration Mini-PROTEAN Tetra cell (BioRad Cat N°165-8001)
Module de transfert.Mini Trans Biot Module: (BioRad Cat'N°170-3935).
& Générateur PowerPac Basic (BioRad Cat N°165-5062)
| Bac pour bandeleites 24 canaux Hoefer Scientific Instruments
Bac en verre circulaire 9 cm de diamétre et 5cm profondeur
Erlenmeyer
Pipettes de 10ml, 50ml
Micropipettes de 10 pl, 100 pl et 1000 pl
Embouts de 10 pl, 100 ul et 1000 ul
Pinces
Lames de bistouri
Regle
Crayon mine fine
Plague de verre

» Réactifs
RPMI poudre (Gibco N°074-01800)
Gélatine porcine (Sigma G2625)
PBS 10X-GIBCO (Cat N° 14200-067)
UltraPURE Distilled Water (GIBCO'Cat N° 10977-035)
Tris base (trizma base SIGMA Cat N° T1503)
Glycine (Fluka Cat N° 50052)
NaCl (Prolabo Cat N° 27810.295)
MgCi2 anhydre (Merck)
SDS Sotution 10% (BioRad Cat N°1610416)
Méthanol (Sigma Aldrich Cat N° 32213)
Glycerol (VWR Prolabo. Cat N° 24388-295)
Dithiothreitol (Sigma Cat N° D9779)
EDTA (Sigma Cat N E5134)
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Bleu de Bromophenol (Merck Cat N° 8122}
Ponceau S (Merck Cat N° 15927)
Acide acetique (Riedel-de Hagn Cat N° 27221)
Ready gel, 4-20 % Tris-HCL, 2D/PREP1 (BioRad Cat N° 1611141)
Ready gel, 12 % TRIS-HCL, 2D/PREP1 (BioRad Cat N° 1611138)
Precision Plus Protein Kaleidoscope Standards (BioRad Cat N°1610375)
Nitrocellulose Hybond C Extra (Amersham Biosciences Cat N° RPN 303E)
Papier filtre Whatman 3mm Chr (Scleicher & Schuell Cat N° 3030 917)
Lait ecrémé en poudre
Tween 20 (PROLABO Cat N° 28 829. 296)
Sérum de rat immunisé par MSP3 TLP (téméin positif)
Anti-Human IgG (H+L), AP (phosphatase alcaline) Co;njugate (PROMEGA Cat N°
S3821) |
Anti-Rat IgG (H+L), AP (phosphatase alcaline) Conjugate (PROMEGA: Cat N°
83831)
BCIP(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate) / NBT(nitrobleutetrazofium) color
development substrate (PROMEGA Cat N° S3771)
Eau déminéralisée
Papier buvard
» Solutions
- Gélatine porcine 1% : diluer sous agitation en chauffant légérement 1 gr de
poudre dans 100 ml de RPMI
-Tampon d’échantillon (2x) réducteur pour 100mi a conserver aliquoté a -20°C

Upper tris pH 6,8 25ml
SDS solution 10% 40 mi
Glycéro! 20ml
Dithiothreito! (200mM) 3,1g
EDTA (10mM) 372 mg
Bleu de bromophénol
H20 gsp 100ml
-Upper tris (4x)
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tris base 0,5M
SDS 0,4%
pH 6,8
-Tampon électrophorése et de transfert 10x-pour 1 litre
Trisbase  30,3grs
Glycine 144 grs
H20 qsp 1 litre
- Coloration nitrocellulose
Rouge Ponceau S 0,2% dans acide acétique 5%
- Tampon TBS solution stock 10x
Tris Base 60,55 grs
NaCl 87,66 grs
H0 gsp 1 litre
Ajuster a pH 8 avant de ramener au volume final
- Tampon AP (substrat phosphatase alcaline) pH 9,5 solution stock 10X
Tris- base 121,10 grs

NaCl 58,44 grs
MgCl, 4,76 grs
H,0 gsp 1litre

Ajuster a pH 9,5 avant de ramener au volume final

Thése de Pharmacie, Année Universitaire 2009-2010 MRTC/DEAP/FMPOS
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Préparation des solutions
Tampon de migration pour I'électrophorése (pour 1 litre).: 880 ml HO + 100 ml

solution stock + 10m! de SDS 10% soit SDS 0,1% final
‘Tampon de transfert: pour 1 litre:; 700m! H,O + 100ml tampon 10x + 200mi

Méthanol

Tampon de saturation : lait écrémé 5 % dans du TBS 1x

Tampon de dilution des plasmas : lait €cremé 5% dans du TBS 1x tween 0,05%
Tampon de lavage avec lait ! lait écrémé 5% dans du TBS 1x tween 0,05%
Tampon de lavage sans lait : TBS 1x Tween 0,05%

Tampon.de dilution de I'anticorps marqué : TBS 1x tween 0,05%.

Substrat : 66 pl de NBT + 33 pl. de BCIP pour 10ml de-tampon AP1x (a préparer
extemporanément).
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3- Tampon de sensibilisation
Volume: 1Litre
Date de préparation:
Composants Quantits ~[N°de lot: | Quantité Vérification des

utilisée étapes faites (v)
PBS 2.comprimes
0.001% du 1mide1%

rouge Phénol dans 1L

H,0 desionisée | 1000 ml

Procédure :
1.” Ajoutez 2 comprimés de PBS a un bécher contenant de I'eau désionisée
par 1000ml.
2. Placez Ie flacon sur un agitateur magnétique sans chauffage et remuez
Jjusqu'a ce:que tout soit en solution.
3. Ajoutez 1 ml d'une solution de.rouge de phénol de 1 %. La solution de

rouge de phénol-de 1 % est préparée en ajoutant 10 ml de l'eau _—

désionisée a 0.1 g de rouge de phénol.
Etiquette:
- “Tampon de Coating " + date + initiales

Conservation :
3 mois entre 2~ 8 °C
Préparer par: . _ ., Sur-

Nom Date
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4- Tampon de blocage
Volume: 1Litre

Date de préparation:
[Composants Quantite N°de lot:. | Quantité | Vérification des
utilisée |étapes faites (v ) |
PBS 2 comprimés “
| Poudre de lait écréme 309
Tween 20 T Aml
H,O desionisée ' 1000 mi

Procédure : .
1. Ajoutez 2 comprimés de PBS & un bécher contenant 1000 ml d'eau

désionisée et placez le flacon sur un agitateur magnétique sans chauffage
et remuez jusqu'a ce que tout soit en solution

2. Ajoutez 30 g de lait écrémé.
3. Ajoutez 1 ml de Tween 20 ef continuez de remuer jusqu'a ce que tout soit
en solution.
Etiquette:
- “‘Tampon de blocage” + date + inifiales
Conservation : _
Utiliser le Tampon de blocage frais.

Préparer par:. _ , Sur -

Nom Date
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5- Tampon de dilution des sérums

?’ Volume: 1Litre

} Date de preparation:

b) Composants Quantité N°de _loi: Quantité| Vérification des

} utilisée |étapes faites (v)
PBS "| 2.comprimes |
Poudre de lait écréme 10g

Tween 20 1ml

""1 10% Na-azide sol. 2ml

;} H0 desionisée [ 1000

! Procédure :

1. Ajoutez 2 comprimés de PBS a un bécher contenant 1000 ml d'eau
désionisée et placez le flacon sur un agitateur magnétique sans chauffage
et remuez jusqu'a ce que tout soit en solution

2. Ajoutez 10 g de lait écréms.

3. Ajoutez 1 ml of Tween 20

4. Ajoutez 2 ml de la solution 10 % de Na-azoture et continuez de remuer
jusqu'a ce que tout soit-en solution. La solution 10 % de Na-azoture est
préparée en ajoutant 40 mi de f'eau désionisée a 4 g d’une solution de Na-
azide,

Etiquette :
“ Tampon de dilution de Sérum + date + initiales

Conservation :
3 semaines entre 2-8°C
Préparer par: _ , SUr -

Name: Date
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6- Tampon de dilution
Volume: 1litre
Date de préparation:
‘Composants Quantité N°de lot: [ Quantité Vériﬁcatit_m des

utilisée |étapes faites (v )
PBS 2 comprimés -
Poudre de lait écrémé 109
Tween 20 1ml
H,0-desionisée 1001

Procédure:

1. Ajoutez 2 comprimés de PBS & un bécher contenant 1000 mi d'eau
désionisée et placez le flacon sur un agitateur magnétique sans chauffage
et remuez jusqu'a ce que tout soit.en solution

2. Ajoutez 10:g de lait écrémé.

3. Ajoutez 1 ml of Tween 20

Etiquette :
“ Tampon de dilution + date + initiales

‘Conservation :
3 semaines entre 2 —8°C

Préparer par: _ __ . , Sur -

Name Date
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7- Tampon de lavage
Volume: blLitres

Date de préparation:

Composants Quantité N°de lot: | Quantité Vérification des
utilisée étapes faites (v )
PBS 10 comprimés '
Tween. 20 5 mi
NaCl 145g
| H,O-desionisée - 5000 ml
Procédure :

1. Ajoutez 10 comprimés de PBS & un bécher contenant 5000 ml d'eau
désionisée et placez le flacon sur un agitateur magnétique sans chauffage
et remuez jusqu'a ce que tout soit en solution.

2. Ajoutez 145g de NaCl.

3. Ajoutez'5 ml de Tween 20 et continuez de remuer jusqu'a ce que tout soit
en solution.

Etiquette :
a. “Tampon-de lavage’™ date + initiales

Conservation :
1 semaine & la température du laboratoire
Préparer par: . sur -

Nom Date
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8- Solution d’arrét
Volume: 1Litre
Date de préparation:

Composants Quantité |N°delot: | Quantité Vérification des
utilisée étapes faites (v )

10M Hz90, 20 ml —

‘H20 désionisée 880 m!

- J_ - [T TN -

Procédure :
1. Ajoutez la quantité indiquée de I'eau a un flacon

2. Ajoutez la quaniité indiquée de 10M H,SO,.
3. Refroidissez a la température ambiante.

Etiquefite :
“0.2 M H2S0," + date + initiales

Conservation :
8 mois a.la température du laboratoire

Préparer par: , Sur-

Nom Date
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9. Protocol de travail ELISA 1gG
Date: Objectif: Cocher
N° de série : ['ets
Initiales : ?aﬁgﬁs
)

Sensibilisation

Distribuer 100 pl par puits de a) Préparation IgG standard
(dilutions en séries de raison 2) des colonnes 1 et2 etb) rAg:
MSP-3 LSP dans le PBS a 1 yg/iml des colonnes 3 - 12, Plague:
NUNC 439454 Maxisorb

Date de
sensibilisation

4°C

Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.
Blocage 150 pl par puits du tampon de blocage 1h en agitation
Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.

Incubation avec le
premier anticorps.

Les serums sont dilués & 1:200 dans le tampon de dilution
Distribuer 100 pi par puits

2 h en agitation

Lavage

Tampon de lavage

4 x 1 min.

Incubation avec le
second anticomps.

Conjuguée Anti-1gG humaine de chévre couplé a la Peroxydase
(Caltag) diluée & 1:3000 dans le tampon de dilution. Ajouter 100 pl
dans les puits .

1 h en agitation

Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.
Réaction de 100 pl de la solution de mélange a part égale de TMB et H;O; 30 min. ala
coloration dans chaque puits. température du

_ labo & I'cbscurité
Arrét 100 pi de 0.2 M H,SO, puis Lécture a 450 nm, réf. 620 nm

” 6 7 8 9 10 11 12

A s1 [s9 ([s9 |[S17 [S-17 [S-25 |S-25
8 52 [|s10 }s-10 |s-18 [sS-18 |S-26 |S-26
c 54 [S§11 |s11 [S-18 [S-19 [|s-27 [8-27
D S4 S-12 (812 |[S-20 |S-20 |S-28 |S-28
E 85 813 ([S-13 |S21 |s-21 |S-29 18-29
F S6 |S14 |S-14 |s-22 [S-22 |S-30 |[S-30
G | PE S-7 |s-15 |s-15 |s-23 [8-23 [S8-31 |S-31
v PBS FES (58 [50 [516 |16 524 |s24 (532 |53

*Std 1gG = IgG Sé\hti&dﬁféiﬂe pure de myélome)

Commentaires :
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10- Protocol de travail ELISA IgM
Date: Objectit: Cocher
N° de série les
- étapes
Initiales : faites
()
Sensibilisation Distribuer 100 pi par puits de a) Préparation IgM standard Date de
(ditutions en séries de raison 2) des colonnes 1 et 2 et b) rAg : sensibilisation
MSP-3 LSP dans le PBS & 1 ug/ml des colonnes 3 - 12, Plaque: 4°C
NUNC 439454 Maxisotb _
Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.
Blocage 150 pl par puits du tampon de blocage 1h en agitation
Lavage Tampon de [avage 4 x 1 min.
Incubation avec le | Les sérums sont dilués 4 1:200__  dans le tampon de dilution 2 h en agitation
premier anticorps. Distribuer 100 ul par puits
Lavage Tampon.de lavage 4 x 1 min.

incubation avec le
second anticorps.

Conjugug anti- IgM humaine de chévre couplé a la Peroxydase
(Caltag) dilude 3 1:3000 dans le tampon de dilution. Ajouter 100 pl
dans les puits

1 h en agitation

Lavage

Tampon de lavage

4 x 1 min.

Réaction de

100 ul de la solution du mélange a parts égales de TMB et de

30 min. afa

coloration H.,0, dans chaque puits température du
labo 2 Fobscurité
Arrét 100 pl de 0.2 M H,80,, Lecture 8 450 nm, réf. 620 nm
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | Std“lgM. |'StdigM | PC : 81 S-9 S-9 817 |[8-17 |S-25 (S-25
100 - 1000 s
—_ngiml ng/ml - _
B |- 9% | <60- - 82 $-10 |S-10 |S-18 |S-18 |S-26 |[S-26
““ngfml 1 ngiml : -
c S25 | 250 PG, S4 S-11 [811 |8-19 |S-19 |S-27 (827
. hg/mi | cngfmi -
p [|. 125 1125 - )PC sS4 |S-12 |S5-12 |8-20 ([S-20 |[S-28 [S-28
cong/ml. Y ng/mb o
E | 625 -| 625 8-5 §-13 |813 |S-21 [S-21 |S-29 [8-20
_ng/ml._ i pglml ]
F 343 7 (.. 8437 NG 2156 S8 814 |[S-14 }8-22 [s-22 |S-30 [S-30
_'ngfmb | ngiml o
G 1,56 CaE6 T - ] 8-7 S-7 $-15 [8-15 |8-23 |S-23 ({S-31 |[8&-31
Chgfml | ngiml A e
H . 078, ] 078 S .|S-8 8-8 8-16 {8-16 [S-24 [S5-24 |8-32 (832
gl -hg/ml. s T
*Std IgM = IgM Standard (protéine pure de myéloine)
Commentaires :
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Je jure, en présence des Maitres de la Faculté, des conseillers de l'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 fidele a leur enseignement ;

D’exercer dans l'intérét de la Santé Publique, ma profession avec conscience et
de respecter non seulement la législation en vigueur mais aussi les regles de
'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 fidéle 2 mes promesses.

Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de mes confréres sij'y manque.
Je le jurel
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