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INTRODUCTION

Le paludisme represente sans aucun doute, a 1'heure actuelle, la maladie
infectieuse la plus importante dans le monde, touchant plusieurs centaines
de millions de personnes par an, avec, selon 1'Organisation Mondiale de la
Sante (0.M.S.), plus d'un million de déces de jeunes enfants chaque annee,

pour le seul continent africain.

En France plus de 1 100 cas dont une dizaine de déces ont été déclares
pour la seule annee 1988.

Comment ne pas s'interroger, cependant, sur la gravite de cette endemie
palustre en 1989, alors que 1'on sait que des insecticides et des anti-
malariques réputés efficaces ont été synthétisés et largement employes

depuis la seconde guerre mondiale ?
A cette question, une seule reponse : la résistance.

- Résistance, d'une part, des vecteurs, les anopheles, au D.D.T.
Apparu des 1960, ce phénomene a fortement ébranlé 1'optimisme des orga-
nismes internationaux qui entrevoyaient deja 1'eradication pure et sim-
ple de 1'affection.
Aucun Insecticide n'a a ce jour remplacé, en efficacite, en facilite

d'épandage, ni surtout en colt, le D.D.T.

- Résistance, d' autre part, du plus agressif des parasites du paludisme,

Plasmodium falciparum, a la chloroquine. Cet antimalarique, qui avait

pourtant lui aussi, fait naitre les plus grands espoirs apres guerre,
n'aura pas tenu plus longtemps face a 1'affection. En effet, c'est ega-
lement des les années 1960, que les premieres souches chloroquinore-
sistantes sont signalées en Asie du Sud-Est et en Amérique du Sud, pour
arriver en Afrique en 1975.

Rares, sont aujourd'hui les pays de la zone d'endemie palustre, ou nul

cas de resistance n'a encore ete signale.




Face a ces deux catastrophes successives, la lutte s'est organisee : on a
cherché, et 1'on cherche encore actuellement, des produits de remplace-

ment. Les resultats existent mais sont insuffisants.

Ainsi, rapidement, il s'est avere qu'une autre voie devait venir complé-
ter sinon supplanter 1'etude des nouvelles molécules, et tous les efforts

se sont alors tournes vers la voie de la vaccination.

Compte-tenu des enjeux, tant sociaux qu'economiques, cette recherche pour
la mise au point d'un vaccin anti-palustre a pris a 1'heure actuelle une
importance considerable : sur tous les continents, des equipes de cher-
cheurs travaillent sur le sujet en utilisant les outils les plus récents,
les plus sophistiques, mais aussi les plus onereux pour parvenir a des
resultats.

Qu'en est-il de ces travaux en 1989 ? Quels sont les axes de recherche
retenus ? Quelles methodes sont utilisces ? Auels resultats ont ete obte-

nus ? Et surtout, quels espoirs sont permis pour demain ?

~ . 4
C'est ce que nous avons voulu savoir a travers une revue de la littérature
sur le sujet.

Aussi, la partie la plus importante de notre travail, la seconde, est-elle
consacree a la synthese des travaux, tant anciens qu'actuels, sur la
recherche du vaccin anti-palustre, et ce, apres un rappel sur les meca-

nismes immunitaires intervenant dans 1'affection.

Dans la premiere partie, il nous a semblé intéressant, pour une meilleure
compréhension, de resituer le paludisme dans son contexte historique et

épidémiologique.




I - LE PALUDISME : HISTORIQUE ET ACTUALITE

I.1. LE PALUDISME ET LA LUTTE ANTI PALUSTRE A TRAVERS LES AGES

Dans sa remarquable historique du paludisme, Golvan (1978) montre
bien 1'anciennete de la reconnaissance par les hommes des manifestations

de cette maladie parasitaire :

- Faute d'explication, on lui attribue d'abord un caractere surnaturel
puisque les societes primitives observent ses effets en les rattachant a
1'expression d'un chatiment divin, et les Egyptiens rendent responsable
la deesse SEKHET. Tres Judicieusement, ces derniers conseillent, pendant
la periode des pluies, de ne pas s'exposer en plein air aprés le coucher
du soleil.

- Au IVe siecle avant J.C., HIPPOCRATE décrit les signes cliniques du
paludisme dans son premier livre intitule "Des epidemies", et un siecle
plus tard, Diogene de La&rte dépeint pour la premiere fois une epidemie
de paludisme.

- D' autres peuples, Chinois, Indiens, Chaldeens font de nombreuses allu-
sions dans leurs eécrits a des infections qui semblent palustres, tandis
qu'au XIeme siecle, AVICENNE, médecin iranien, décrit la maladie de

fagon precise.

- Cependant, au Moyen-Age, toutes les fievres sont amalgamees et jusqu'en
1630, on classera le paludisme parmi les fievres intermittentes sous le
nom de fievre des marécages : 1'étymologie des deux noms donnés a cette
maladie est d'ailleurs tres évocatrice puisque palus en latin signifie

marais et mala-aria signifie mauvais air en italien.
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1630, premiere date importante de la lutte antipalustre puiqu'en Equa-
teur un aristocrate espagnol guerit de sa fievre apres 1'absorption
d'une décoction d'écorce de quinquina ; ce remede empirique était depuis

longtemps utilise dans le meme but par les peruviens. ('est en 1643 que
cette potion est introduite a la cour d' Espagne.

En France, le quinquina fait son apparition sous forme de poudre, appe-
lée "poudre des jésuites" ou "poudre de la comtesse" dont 1'amertume est
parfois masquee par 1'adjonction de vin. En effet, au XVIIIeme siecle,
le paludisme sevit en Europe et la pharmacopée frangaise s'enrichit du
quinquina grace a Louis XIV qui ne fut pas le dernier a 1'utiliser |

1820 : seconde date notable ou s'illustrent deux pharmaciens PELLETIER
et CAVENTOU qui isolent du quinquina 1'alcalaide actif : la quinine.
Grace a son utilisation pendant la campagne d'Algerie, MAILLOT, médecin
militaire, guérit les fievres intermittentes et continues, et découvre

les bienfaits de la chimioprophylaxie dont il etablira les bases.

Soixante ans plus tard, Alphonse LAVERAN decouvre, a 1'hopital de
Constantine, 1'agent responsable de ces fievres : il decrit les élements
parasites et visualise entre lame et lamelle 1'exflagellation du game-
tocyte male. Voici comment il raconte :

"Le 6 novembre 1880, j'examinai le sang d'un malade en traitement pour
fievre intermittente a 1'hépital de Constantine, lorsque je constatai,
pour la premiere fois, 1'existence de filaments mobiles qui adheraient
aux corps pigmentes et dont la nature animée n'était pas douteuse.
J'eus, a ce moment, 1'intuition que j'étais en présence des veéritables
microbres du paludisme et tous les faits, que j'ai observes depuis lors,
n'ont fait que confirmer cette impression premiere". (Repris dans
“Laborama" 1987).

A partir de la, tout s'accélére ainsi que le rapportent Gentilini et

Duflo dans leur ouvrage de medecine tropicale (1986) :

MARCHIAFAVA, CELLI et GOLGI distinguent trois especes parasites de
1'homme : Plasmodium vivax, P. falciparum, P. malariae.
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- En 1898, Golgi decrit 1la multiplication intraerythrocytalire du parasite
puis Moss decouvre 1'existence d'un agent vecteur dont 1'appartenance

au genre Anopheles sera confirmee par Grassi.

- En 1948, Shortt et Garnham, mettent en evidence des formes exoerythro-

cytaires a localisation hépatique. Dés lors le cycle est bouclé.

- De son cote, la lutte antimalarique progresse également. Peu avant la
seconde guerre mondiale, les premiers antimalariques de synthese appa-
raissent gréce aux chimistes allemands, tandis que les premiers essais
chimiques s'operent entre 1942 et 1943 en Tunisie par DECOURT, DURAND et
SCHNEIDER, ainsi que le rapporte CHARMOT (1987). La chloroquine en
constitue le chef de file.

- Parallelement se developpe la lutte antivectorielle avec 1'utilisation
d' insecticides de contact a effet remanent : le DDT (dichloro diphényl-
trichloroethane) est alors massivement utiliseé.

- En 1957, 1'organisation mondiale de la sante (0.M.S.) lance un plan
d'éradication a 1'échelle mondiale, qui, aprés de rapides succés va
s' essouffler : la résistance se développe | Resistance des vecteurs aux
organochlores des 1953, suivie, en 1961, par 1'apparition des premieres
souches de P. falciparum chloroquinoresistantes. L'OMS décide en 1968,
de reorienter sa politique d'éradication, et cherche désormais les

moyens de contenir les effets de la maladie.

- Les annees 1970-1972 sont marquees sur le plan therapeutique, par la
synthese de deux nouvelles molécules actives sur les souches chloro-
quinorésistantes : la méfloquine et 1'halofantrine.

- Neanmoins, devant la longueur et la complexite de la mise au point et
des tests nécessaires a 1'expérimentation de nouvelles molécules in
vivo, il devenait de plus en plus urgent de pouvoir disposer d'outils de
laboratoire pour 1'expérimentation de nouvelles drogues. L'avenement de
techniques d'entretien du parasite in vitro, et la decouverte de nou-
veaux modeles animaux furent a la base des développements actuels de la
lutte antimalarique :
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- En 1976, TRAGER et JENSEN realisent la culture des stades sanguins de
P. falciparum.

- En 1985, MAZIER reproduit in vitro le developpement intrahépatique de
P. falciparum.

- L'année 1987 est marquée par une double tentative de vaccination de
1'homme contre P. falciparum @

. L'expérience de BALLOU utilise un peptide recombinant dérivé du spo-

rozoTte de P. falciparum sur 15 volontaires.

. HERRINGTON prend un peptide de synthese egalement derive du sporozofite

de P. falciparum pour realiser 1'essai sur 35 volontaires.

- L'année 1988 est egalement marquée par deux essais de vaccination chez
1'homme contre P. falciparum.

. ETLINGER utilise un peptide a peu pres identique a celui utilise par
HERRINGTON en 1987, et le teste sur 11 volontaires.

. L'équipe colombienne de PATARROYO fait un essai sur 13 volontaires, en
utilisant un mélange de peptides synthétiques derivés des stades

merozoites et sporozoites de P. falciparum.
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Ainsi, depuis la nuit des temps le paludisme est connu, depuis plus d'un
siecle 1'agent en est identifie, et depuis pres de cinquante ans des pro-
duits de lutte actifs sont synthetisés.

La maladie continue pourtant de sevir avec la gravite que 1'on sait.

I1 semble donc logique que les efforts se multiplient actuellement pour
mettre au point 1'arme absolue de la lutte contre n' importe quelle patho-
logie infectieuse : le vaccin.

Avand d'aborder ce sujet, theme principal de notre travail, il nous parait
important de regarder comment se presente 1'affection palustre
aujourd' hui,en 1989,
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1.2 - LE PALUDISME EN 1989

[.2.1. L'agent pathogene

Celui-ci est un protozoaire du genre Plasmodium, dont on distingue quatre

espéces parasites de 1'homme : P. vivax, P. ovale, P. malariae,

P. falciparum.

Ces quatre especes se caracterisent par une tres forte specificite

hote-parasite : 1'homme constitue donc 1'unique "réservoir de virus".

Au cours du cycle, 1'hematozoaire revet différentes formes morphologiques

correspondant chacune a un stade bien precis (cf figure 1).

1.2.2. Le cycle plasmodial (cf figure 2)

Le cycle necessite deux hotes successifs relies par une piqﬁre,
celle de 1'insecte vecteur. On n'évoquera pas les deux autres modes de
transmission, congenital et tranfusionnel, dont 1'incidence epidemiologi-
que reste faible.

a. L'ETAPE HUMAINE

Elle commence apres la premiere piqure infestante du moustique,
qui, en prenant son repas sanguin, libere dans le flux circulatoire de la
victime de tres nombreux sporozoites. Ceux-ci mettent environ 30 minutes
pour gagner le foie ou ils effectuent leur premiére schizogonie exoéryth-
rocytaire dans les hépatocytes. Le noyau du parasite subit alors plusieurs
divisions et a maturite, chaque noyau s'entoure de cytoplasme pour former
un schizonte geant appelé corps bleu. Celui-ci éclate en liberant de tres
nombreux merozoites qui vont s'emboliser dans les capillaires sinusoidaux
et passer dans la circulation. Par ailleurs, selon les especes, on
distingue plusieurs schemas :




NOM

P, falciparum

P. malarice

P. vivax

RECHUTES (60 ans)

RECHUTES (5 ans)

DIAMETRE
et affinités
tinctoriales
de I'hématie :
parasitée nermal hématie rétractée grande hématie hématie ovalisée,
normochrome normochrome polychromatophile polychromatophile.
TROPHOZOITE Q
ou (o)
SCHIZONTE
leune bi- ou tri-parasitisme
fréquent
Act dans les capillaires bande équatoriale,
viscéraux pigment gros
(& OE)
CORPS (o] %’ tgﬁ"b
ONp O,
EN 0,
ROSACE dans les capillaires 6 & 8 mérozoites
viscéraux
GAMETOCYTE
RYTHME 48 heures 72 hevres 48 heures 48 hevres
DES ACCES | TIERCE MALIGNE | QUARTE BENIGNE | TIERCE BENIGNE TIERCE BENIGNE
COMPLICATION A,C'.CES pe'rnicieux exceptionn.elle exceptionnelle exceptionnelle
Bilieuse hémoglob. néphrite quintane
RECHUTES PAS de RECHUTES

RECHUTES (2 ans)

Figure 1 - Principaux caracteres des plasmodies humaines

(d' apres Golvan 1978)




Anophele

Visceres

Foie
(B=Corps bleu Gy=Gamétocyte
CR=Corps en rosace H=Hepatocyte
GS=Glandes salivaires Hy=Hypnozoite
GT=Gamete M=Merozoite

Figure 2 - Cycle du paludisme

Rate

Oc=0ocyste
OK=0Ookinete

cycee

SPORD GONIQUE

Ox

CYCLE ANOPHELIEN
SEXUE .

cyce

SCHIZDGONIQUE

ou

CYUE WUMAIN ASEXBE

Jovag g e
EXD ERYTHCCNTAIRE

S=Schizonte
T=Trophozoite
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- pour P. ovale et P. vivax on décrit @

. des sporozoites a developpement immeédiat

et

. des sporozoites a developpement lent appeles hypnozoites, restant a
1'etat quiescent dans les hépatocytes et a 1'origine des rechutes. (e

phenomene serait genetiquement determine et variable selon la souche.

- pour P. malariae, les reviviscences s'expliqueraient par un autre meca-

nisme, a savoir la persistance d'une parasitémfe infraclinique suscep-
tible de reaugmenter sous 1'effet de phenomenes non encore identifies.
(Gentilini et coll. 1984)

- pour P. falciparum il n'y a pas de rechutes.

Une fois dans le flux sanguin, les merozoites apres adhésion a 1'hematie y

penetrent pour se transformer en trophozoites. Leur cytoplasme grossit, le

noyau se divise pour former un schizonte, puis, a maturité, un corps en
rosace, dont le centre, occupe par 1'amas pigmentaire, est entouré de
nombreux merozoites. L'éclatement des corps en rosace, coincidant avec le
pic febrile, libere les meérozoites et le pigment palustre. Selon que les
schizogonies sont synchrones ou non, les acces febriles seront continus ou

intermittents. La période apyrétique dure 48 h pour P. ovale, P. vivax,

P. falciparum, et 72 h pour P. malariae.

Apres un certain nombre de cycles schizogoniques erythocytaires, une par-
tie des schizontes mirs evoluront vers les formes sexuees, gamétocyte male
et femelle, dont la fusion ne s'opérera que chez 1'anophele ; 1'homme est
devenu "reservoir de virus" : il abrite le protozoaire en lui permettant

de se developper et devient potentiellement infectieux.
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La schizogonie érythrocytaire de P. falciparum possede la particularite de

se situer essentiellement dans les capillaires visceéraux pour creer une
anoxie tissulaire. Celle-ci prédomine au niveau de 1'encephale, c'est le
neuropaludisme, puis atteint le rein et le foie. Elle s'explique par un
triple mécanisme : anémie hémolytique, troubles de la microcirculation et
phénomene cytotoxique. La parasitémie élevée conditionne la gravité de
1'anemie hémolytique. Kaul (1985) ont démontré le role indispensable de
structures particulieres, "les knobs", dans la survenue des microthrombo-
ses. Les knobs sont des protubérances apparaissant en surface des hématies
parasitées, les rendant adhérentes aux cellules endothéliales des capil-
laires avec obstruction progressive de la lumiere vasculaire.

Les hematies agglutinées vont se lyser, en libérant une substance
phospholipidique qui amorce un processus de coagulation intravasculaire
disseminée (C.I.V.D.). Enfin, la libération de substances vasoactives
(kinine, sérotonine, histamine) aggravera ces troubles de la microcircu-
lation.

Les pheénomenes d'anoxie cytotoxique sont la conséquence de 1' inhibition
des processus de respiration cellulaire et de phosphorylation oxydative
par un poison elabore par le parasite appelé substance plasmatique de Mac
Graith. Des troubles hydroelectrolytiques sont susceptibles d'aggraver le
tableau.

b. L'ETAPE ANOPHELIENNE

L'anophele femelle s'infeste en piquant un homme impaludé et bien que tous
les stades parasitaires soient ingeres, seuls les gametocytes survivent a
la digestion. Apres 1'exflagellation du gamétocyte male, celui-ci fusionne
avec le gamete femelle pour donner un ookinete mobile, qui traverse la
paroi de 1'estomac du moustique pour se loger au niveau de la face externe
et prendre le nom d'oocyste. Apres 5 a 6 jours de maturation se forme un
sporocyste dont la rupture libérera plusieurs milliers de sporozoites qui

vont gagner les glandes salivaires du moustique.
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L' étude Immunologique des différents stades a révélé que les transforma-
tions morphologiques s'accompagnaient de modifications antigéniques.

Grace a 1'analyse biochimique, on a identifié les protéines supportant
1'activite antigenique :

- ainsi, les sporozoites se caractérisent par leur "Circumsporozofite
proteine" (CSP), qui est une proteine presente a la surface de la mem-
brane du protozoaire. Celle-ci, tres antigénique, a vu sa structure
précisée des que 1'on a reussi a cloner le gene codant : Hyde et coll
1981, Dame et coll 1984 pour P. falciparum, Osaki et coll 1983 pour
P. knowlesi, Arnot et coll 1985 pour P. vivax.

- Les mérozoites sont caractérisés par 1'expression de protéines de sur-
face specifiques dont certaines possédent un caractére antigénique
(Cheung 1986). D'autre part, on sait que lors de 1' invasion du merozoite
dans 1'hematie, plusieurs protéines sont déposées en surface du globule
rouge et sont pour certaines de bons supports antigeniques (Mendis en
coll. 1987 et Berzins et coll. 1986).

- Les schizontes liberent des antigenes solubles qui donnent lieu a la
synthese d'anticorps (Schofield et coll. 1985).

- Les gamétocytes et les ookinetes expriment en surface des antigénes dont

certains sont des supports antigeniques (Vermeulen et coll 1985).

Si cette analyse moléculaire doublée de 1'etude immunologique sert de base
a la recherche d'un vaccin, elle permet eégalement de mieux comprendre la
biologie du parasite. En effet, certains mecanismes d'echappement a la
réponse immune sont dus a des variations antigénlques. De plus, certains
meécanismes de résistance aux antimalariques ont un determinisme génétique,
operant principalement par mutation chromosomique : la pression médica-

menteuse intervenant pour selectionner les souches résistantes.
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1.2.3. Le vecteur

Les caracteristiques biologiques des anophéles vecteurs, parfaitement
detaillees par Golvan (1978), conditionnent 1'épidémiologie du paludisme.

- le vecteur du paludisme est un Culicidae du genre Anopheles appartenant
a la sous-famille des Anophelinae.

- Seules les femelles sont hématophages et participent au cycle parasi-
taire. Bien que 1'ingestion de sang ne soit pas vitale, elle participe a
la perennite de 1'espéce en déclenchant les pontes.

La femelle pond a la surface des eaux. La les oeufs se transforment en
larves, puis en nymphes avant d'atteindre le stade adulte : cette evo-
lution dure environ dix jours. Les gites de pontes varient, par ailleurs

selon les especes.

- deux facteurs écologiques majeurs influengent la biologie des anophe-
les : la temperature et le degre hygrometrique. Ainsi la periode
d'activite varie selon la zone climatique ce qui explique 1'endemie
palustre de la zone equatoriale, les flambées épidémiques en zone tro-

picale et les epidemies saisonnieres dans les zones temperees chaudes.

- La connaissance des gites de repos determine la stratégie de la lutte
antivectorielle puisqu'on distingue des varietes exophiles piguant hors
des habitations, endophiles piquant dans les habitations et des varietés
amphophiles piquant dedans et a 1'exterieur. Cependant, il faut savoir
que le comportement des anophéles s'est modifié a la suite des traite-
ments insecticides : ainsi 1'effet irritant du D.D.T. empeche les
moustiques de se poser sur les surfaces enduites par cet organochlore,
ce qui favorise 1'exophilie.

Les especes les plus fréquentes en Afrique sont Anopheles funestus et

A. gambiae , A. albimanus domine en Amerique du Sud et en Amérique

centrale. En Asie, A. minimus sévit sur la Peninsule Indochinoise tandis

qu'en Chine c'est plutot A. sinensis
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I.2.4. La répartition qéographique

Pour reprendre les termes employes par Gentilini et Duflo (1986), 1le
paludisme touche actuellement la "ceinture de pauvrete du Monde". C'est un
probleme particulierement crucial en zone tropicale.

En Europe, le paludisme a ete eradique. Cependant, les cas importeés en
France sont en expansion notamment depuis les annees 70 (Roue et coll
1987).

En Afrique du Nord, la prevalence est faible et seuls P. vivax et P.
malariae sont rencontrés, tandis que dans toute 1'Afrique intertropicale
coexistent P. falciparum, P. malariae (20 a 15 %) et P. ovale (pour une

moindre part). A Madagascar et dans les Comores, P. falciparum est large-

ment dominante. A la réunion, 1'endemie parait eteinte, mais elle s'est
retablie a 1' Ile Maurice en 1979.

En Asie, P. falciparum et P. vivax dominent notamment en Asie Mineure,

dans la Peninsule indienne, en Birmanie, en Chine, en Thatlande et au
Vietnam.

En Amérique du Nord : pas de paludisme. Par contre, en Amérique du Sud et
en Amérique centrale, ainsi qu'a Haiti, il continue de sévir pour rester

absent des Antilles frangaises.

En Oceanie certaines iles sont atteintes (Nouvelle Guinée, Iles Salomon)
alors que d'autres sont épargnées (Tahiti, Nouvelle Caledonie, Iles
Loyaute).
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1.2.5. La clinique

L'affection évolue chronologiquement en trois phases (Gentilini et Duflo
1986)

L' incubation, toujours silencieuse prend une duree variable selon
1'espece : 7 a 15 jours pour P. falciparum, 15 jours a plusieurs mois
pour P. vivax et P. ovale avec possibles rechutes a 2 et 5 ans, trois

semaines pour P. malariae avec rechutes allant jusqu'é 10, 20 ans et plus.

La primo-invasion succede sous forme fruste ou patente. Elle associera

alors un syndrome grippal, avec fievre continue, cephalées et syndrome
adbominal.

La phase d'etat prend plusieurs aspects :

- L'acces palustre simple : parfois précédé de prodromes, il se caracté-

rise par une succession d'acces febriles survenant a intervalles regu-

liers : fievres tierces pour P. vivax, P. ovale, P. falciparum, fievres

. h . K] K
quartes pour P. malariae. Chaque acces associe une triade : frissons,

chaleur, sueurs. Il en resulte une anemie qui s'aggrave au fil des
acces.

- L'acces pernicieux dont la physiopathologie a 6té évoquée plus haut (cf

p. 14) n'est di qu'a P. falciparum. La forme la plus typique, et souvent

-~

fatale, est le neuro-paludisme qui associe fievre tres elevee (40° a
42°), coma, signes neurologiques et autres manifestation a type de
splénomegalie, hépatomégalie, anémie (constante), collapsus, et insuf-
fisance rénale fonctionnelle.

(e tableau constitue a lui seul le risque majeur d'une infection
palustre puisqu'il tue, et ce d'autant plus facilement que les sujets
sont fragiles, comme les enfants. Or la chimiorésistance qui ne concerne

que P. falciparum s'accompagne d'une augmentation relative de cette

espece par rapport aux trois autres moins dangeureuses, ainsi que de
1' apparition des formes cliniques inhabituelles, plus frustes et diffi-

ciles a diagnostiquer ou méme a tralter.
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Classiquement, il existe aussi des formes neurologiques sans coma, et
des formes viscerales.

- Le paludisme viscéral évolutif survient dans les organismes affaiblis

par un long sejour tropical et ayant subi des accés repetés, ou chez les
enfants non traités ou insuffisamment. Cette forme évolue vers la
cachexie, et chez 1'enfant, vers un retard staturo-pondéral souvent
fatal. La guérison est spectaculaire avec les anti-malariques.

- la fievre bilieuse hémoglobinurique syndrome para-paludeen a compo-

sante immunitaire survenant chez d'anciens paludéens irreégulierement

traites par la quinine.

I.2.6. Les moyens de lutte

1.2.6.1. La lutte antivectorielle

Ainsi que le rappellent Gentilini et Duflo (1986), ce fut 1'axe primordial
de la lutte antipaludique menee par 1'0.M.S. pendant plus de trente ans en
vue de 1'éradication du paludisme.

Deux cibles : la destruction des adultes endophiles par application
d'insecticides rémanents sur les murs intérieurs des habitations,
et 1'épandage de larvicides chimiques sur les gites de ponte.

Trois groupes chimiques sont utilises : les organochlorés dont les prin-
cipaux sont le DDT, 1'hexachlorocyclohexane (HCH), et la dieldrine ; les

organophosphorés avec le malathion s enfin les carbamates hétérocycliques
avec le DimetanR,

Helas, des 1953 apparait la résistance des insectes aux organochlorés, ce
qui conduit a leur remplacement par des produits 4 a 10 fois plus chers,
posant de graves problemes économiques aux pays pauvres atteints par
1l'endémie palustre (Gentilini et coll 1984). En septembre 1984, ces
auteurs rapportent que 47 especes d'anopheles sont resistantes a la diel-
drine, 30 au DDT et dieldrine, 10 le sont au DDT, dieldrine et organo-
phosphores.
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Ainsi 1'atteste la reprise epidemique du Nicaragua et la recrudescence
observée en Turquie depuis 1976 a P. vivax (Gentilini et Duflo 1986).

1.2.6.2. Les antimalariques

I.2.6.2.1. (Classification (cf figure 3)

On distingue :

Les schizontocides tissulaires actifs sur les formes tissulaires
primaires et secondaires (hypnozoites)

Les schizontocides sanguins (cf tableau n° I)

Les gamétocytocides

Les sporontocides actifs sur la fecondation des gametes

1.2.6.2.2. Les antimalariques disponibles en 1989

Charmot (1987) dresse une revue precise des molécules actuellement dispo-
nibles, ainsi

1. La Quinine (QuinineR, QuinimaxR, QuiniformeR)

Alcaloide du quinquina, principalement extraite de Cinchona ladgeriana

espece la plus riche en quinine base.

Schizontocide sanguin d'action rapide, inactif sur les formes tissulai-

res.

Gametocitocide sur les formes immatures de P. vivax et P. ovale

Sa pharmacologie rendant son utilisation delicate, son emploi est
réserve au traitement de 1'accés pernicieux, de 1'accés simple avec
vomissements et dans les chloroquinoresistances.

Elle présente 1'enorme avantage de ne pas entrainer de résistance , et

les cas de resistances de souches de P. falciparum signalées en Thai-

lande dans les camps de refugiés cambodgiens constituraient plutot des
diminutions de sensibilite a la quinine que des résistances vraies
(Gentilini et Duflo 1986).
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GROUPE I : SCHIZONTOCIDES SANGUINS ELECTIFS OU PLASMODICIDES

. Noyau quinoléine
4-quinoleine methanols QUININE
MEFLOQUINE

Amino-4-quinoleines CHLOROQUINE
AMODIAQUINE
CYCLOQUINE
PIPERAQUINE

. Noyau phenanthrene
9-phenanthrene methanol HALOF ANTRINE

. Lactones sesquiterpéniques QINGHAOSU & DERIVES

GROUPE IT : ANTIMETABOLITES OU PLASMODISTATIQUES

. Antifoliques SULF AMIDES
SULFONES

. Antifoliniques PYRIMETHAMINE
PROGUANIL

TABLEAU I : CLASSIFICATION DES SCHIZONTOCIDES
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. » "
2. Les anino-4-quinoleines

Ry
Ry

Chloroquine (Nivaquine
Amodiaquine (Flavoquine

Cycloquine piperaquine (utilisees a 1'etranger)

- Schizontocides sanguins d'action rapide et prolongee.

(gametocides sur P. vivax, P. ovale, P. malariae et sur les formes

immatures de P. falciparum).

- Elles sont utilisées en prophylaxie et dans le traitement des infections

sensibles a P. falciparum et des infections a P. vivax, P. ovale,

P. malariae.

- Cependant, des le debut des années 1960, sont apparues les premieres
souches chloroquinorésistantes tant en Amérique du Sud qu'au Sud Est
Asiatique. Depuis, les resistances se sont etendues entrainant une
résurgence du paludisme : elles forment une large bande, de Vanuatu
Jjusqu' aux regions centrales et du sud de 1'Inde pour ce qui concerne
Asie et Oceanie. En Amérique du Sud, toutes les regions sont touchées a
1'exception de 1'Argentine, du Paraguay et du Perou, pays dans lesquels
il n'y a pas de paludisme a P. falciparum : (Bunnag D. et coll 1987). I1

faut savoir que les chimioresistances ne concernent que P. falciparum en

dehors des souches mélanésiennes de P. vivax dont les formes tissulaires

ne sont pas détruites par la primaquine.

En Afrique, les resistances sont apparues plus tardivement : en effet,
signalées a Madagascar en 1975 (Goasguen 1975), elles sont observées en
Tanzanie et au Kenya en 1977-78 pour constituer le premier foyer afri-
cain de résistance. Depuis, des cas de resistance sont decrits d'un bout
a 1l'autre de 1'Afrique (Nguyen Dinh 1985) et ont gagné récemment
1'Afrique de 1'Ouest. Le premier cas de chloroquinoresistance in vitro a
ete signalé au Burkina Faso en 1983 par Baudon et coll, puis au Gabon en
1984 (Burchard), en 1985 au Cameroun (Sansonetti et coll) et au Congo
(Le Bras et coll), en enfin au Benin en 1986 (Le Bras et coll).
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Depuis, la situation n'a fait que s'aggraver et au 12 juin 1989, seuls

sept pays africains sont encore indemnes de resistance : Egypte, Guinee-
Bissau, Mauritanie, Cap Vert, Ile Maurice, Sao Tomé et Principe
(Ringwald et coll 1989). Selon 1'OMS, c'est le Sud du Sahara qui est le
plus gravement touché en Afrique et la chloroquine a perdu son utilite
en combattant la principale maladie de cette region.

La résistance croisée entre les différentes quinoléines touche actuel-
lement davantage 1'amodiaquine que la quinine en Afrique et la polychi-
miorésistance touche principalement les souches fortement chloroquino-
résistantes (Le Bras et Coll 1987).

De plus, a la suite d'effets secondaires a type d'hépatites toxiques et
d' agranulocytose, 1'amodiaquine a eté deconseillee d'utilisation en

prophylaxie.

3. Les amino-8-quinoleines

On n'utilise plus que la primaquine (non disponible en France). ('est
un schizontocide tissulaire. ('est egalement un gametocytocide puissant

qui a pu etre utilisé en Asie en campagne de masse.

I1 est neanmoins toxique et son emploi en est restreint : indique dans la

destruction des formes exoécythrocytaires de P. vivax et P. ovale

c' est-a-dire la prévention des rechutes de ces deux especes.

4. Les antimetabolites : antifoliniques et antifoliques
4.1. Antifoliniques

1. Les biquanides

Le Proguanil commercialise seulement dans les pays impaludés anglophones
sous le nom de PaludrineR .

Son action est triple puisqu'il est :

Schizontocide tissulaire IT® notamment sur P. falciparum

Schizontocide sanguin d'action lente

Sporontocide
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Curatif médiocre, on le reserve a 1'usage prophylactique. I1 est utilise
dans les zones de chlorquinoresistance, en association avec la chloroquine
ou 1'amodiaquine, mais il existe de nombreuses souches résistantes a ce
produit (Charmot 1987).

2. Les diamino-2-4-pyrimidine

La pyrimetamine MalocideR en France
DaraprimeR dans les pays impaludés anglophones

schizontocide d'action lente et sporontocide.

Elle se heurte a de graves problemes de chimiorésistance et est actuelle-
ment utilisée en prophylaxie individuelle ou associeée a un sulfamide pour
réaliser une association curative dans les formes non graves ou en relai

d'un traitement a la quinine (cf plus bas).

4.2. Les antifoliques : sulfamides et sulfones

Schizontocides d'action lente et sporontocides.
Toujours utilisés en association avec la pyrimetamine qui renforce leur
action @

1. Ainsi 1'association sulfone - pyriméthamine (Maloprime®) utilisé en
prophylaxie (Charmot 1987)

2. et 1'association sulfadoxine - pyrimetanine (Fansidar®) indiqué dans le
traitement des infections a P. falciparum chloroquinoresistantes

déconseillée en prophylaxie a cause des effets secondaires cutanés

severes (Charmot 1987).

Coulaud (1986) rapporte 1'état des résistances au Fandidar® en Asie ou,
dans certaines zones de Thatlande, le pourcentage atteint 50 a 60 %.
Gentilini (1984) y decrit 70 a 90 % de résistance avec la frontiere Thai-

lande Cambodge comme une zone de multiresistance.
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Gentilini et Duflo (1986) rapportent qu'en 1983 se developpent des
résistances a ce méme produit en Afrique de 1'Est, pouvant atteindre par-
fols selon Coulaud (1986) jusqu'a 40 % des souches.

5. Les molecules recentes

Deux amino-alcools sont d'excellent schizontocides sanguins actifs sur les

souches chloroquino resistantes.

1. Analogue structural de la quinine : 4-quinoléine-methanol : la

méfloquine (LariamR depuis 1986 en France)

Caracterise par une demi-vie longue 15 + 6 jours.
Devrait etre réserve a la prophylaxie ou au traitement des souches de

P. falciparum resistantes aux amlno-a—quinoléines.

Elle semble active partout sauf en Thailande dans les zones de resistan-
ces a la quinine (Charmot et Le Bras 1986). Mais toutes les souches
résistantes a la quinine ne le sont pas a la méfloguine (Charmot 1987).

La méfloquine est wutilisée en Asie depuis peu de temps, et déja on
signale 20 a 25 4. de souches résistantes dans certaines zones (Coulaud
et coll 1986). Le Bras (1987) rapporte qu'en Afrique les souches tres
sensibles a la chloroquine peuvent etre d'une moindre sensibilite a la
méfloquine ce qui temoigne de 1'excessive variabilite des souches rencon-

trees.

2. 9-phénanthréne méthanol : 1'halofantine (HalfanR depuis 1989 en
France)

Sa demi-vie est beaucoup plus breve (2 a 4 jours). (ette molecule est
encore en cours d'experimentation mais a néanmoins ete commercialisee a
titre curatif seul en 1989.
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3. Qinghaosu et dérivés semi-synthetiques

Le ginghaosu est un sesquiterpene extrait d'une plante appelée qinghao
(Artemisia annua).

Les sesquiterpenes sont des schizontocides actifs sur les souches chloro-
quinoresistantes.

Leur posologie est encore a 1'étude et aucun n'est encore commercialise
(Charmot 1987).
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Le paludisme de 1989 pose ainsi de nombreux problemes :

- d'une part, la lutte antivectorielle n'a pas atteint son but destruc-
teur.

- d'autre part, les antimalariques voient leur efficacite amoindrie par

les résistances : le nombre des souches de P. falciparum chloroquinore-

sistantes s'accroissent, avec parallelement, la survenue de souches
polychimiorésistantes et la baisse de sensibilité de certaines souches a

la quinine jusqu'ici epargnee.
I1 parait donc urgent de trouver des solutions de rechange.

Celle qui semble prometteuse est la voie de la vaccination. Un vaccin
antipalustre conférant une immunite complete serait a meme de préserver
les sujets neufs allant en pays d'endemie et les nouveaux-nés de ces memes

pays.

Mais qu'en est-il vraiment de ce "reve" et qu'elles difficultes cache la
mise au point d'un tel vaccin ? ('est ce que nous nous proposons d'etudier

dans la suite de notre travail.
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II - LA _VACCINATION ANTIPALUSTRE

Avant d'évoquer les travaux sur la vaccination antipalustre et les diffi-
. . . . R . o

cultés rencontrées par les différentes equipes a ce sujet, on decrira les

mecanismes immunitaires intervenant au cours d'une infection palustre et

susceptibles d'expliquer certain ecueils sur lesquels achoppent les cher-
cheurs.

IT.1. RAPPEL SUR LES MECANISMES IMMUNITAIRES INTERVENANT DANS LE
PALUDISME

II.1.1. La réponse de 1'Hote face au Parasite

I1.1.1.1. La resistance naturelle

L'immunite naturelle est liee aux caracteristiques erythrocytaires, mais

demeure relativement rare dans son expression.

Elle s'observe d'une part, lorsqu'il y a un défaut ou un blocage des

recepteurs membranaires pour les merozoites :

- les sujets de phénotype érythrocytaires DUFFY negatif, c'est-a-dire dont
le genotype est Fy (a - b -) sont résistants a 1'infection par P. vivax.
En effet, la penetration du mérozoite dans 1'hematie nécessite un
récepteur sur la membrane érythrocytaire, constitué principaleemnt par
1'antigene DUFFY. Ce phenomene, frequent dans la race noire, explique-
rait 1'absence de P. vivax en Afrique intertropicale (Gentilini et Duflo
1986) .

- les sujets En (a -), dont les globules rouges sont depourvues de tout ou
partie de la glycophorine A, sont moins sensibles a 1'infection par

P. falciparum. Cette glycoproteine semble en effet necessaire a 1'inva-

sion du parasite dans les hematies pour constituer 1'un des principaux
recepteurs. (Salmon et coll 1984).
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D' autre part, les heémoglobinoses peuvent intervenir egalement :

- la drepanocytose ou hemoglobinose S exerce un effet protecteur contre

1'infection a P. falciparum. On évoque plusieurs mécanismes parmi lesquels

sont principalement retenus : la destruction des parasites par des
cristaux d'heémoglobine S, et/ou la diminution du K* intra érythrocytaire,
elément nécessaire a la vie du parasite.

Cette tare génétique qui touche la race noire, expliquerait sa persistance

en zone Impaludee par selection naturelle.

Enfin, le déficit en glucose 6 phosphate deshydrogenase (G6PD) confere une

protection inconstante vis-a-vis du paludisme.

I1.1.1.2. - La resistance acquise

Elle obéit aux mecanismes classiques de la réponse immune (cf figure &)

1. Premunition

La résistance acquise n'est en fait qu'une prémunition c'est-a-dire un
état d'équilibre précaire entre 1'hote et son parasite. Elle s'établit
lentement apres de tres nombreuses piqires régulieres, les sujets neufs
n' opposant aucune resistance. On admet pour les enfants vivant en zone
impaludee, qu'ils sont prémunis vers 4 ou 5 ans. La premunition disparait
rapidement (1 a 2 ans) apres le départ d'une zone d'endémie.

Cet état de prémunition est associé a un faible taux d'anticorps sériques
spécifiques qui en cas d'infestation limiterait la multiplication du
parasite, rendant le neuropaludisme exceptionnel. La parasitemie est

habituellement modéree, et les manifestations cliniques peu intenses.
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(PAg = cellule presentatrice de 1'antigene.
I1 = interleukine.
IFNvfz interferon gamma. I lymphokines.
TINF " = Tumor necrosis factor = Facteur necrosant les tumeurs.
(cytotoxine produite par les macrophages.)
LAK = Lymphokfne—activated‘killer-cell.
= Cellule killer activee par les lymphokines.
Th = Lymphocyte T helper.
Tc = Lymphocyte T cytotoxigue.
B = lymphocyte B.

Fiqure 4 - Representation schematique des mecanismes immunitaires
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2. Mecanismes

L' infection palustre induit une immunite a mediation humorale, qui est le
marqueur principal de la defense contre 1' infection, et une immunite cel-
lulaire qui, tout en jouant un role dans le maintien de 1' immunite, auralt

également une place active dans son etablissement, comme des etudes
recentes tendent a le prouver.

Dans le cycle plasmodial, 4 stades peuvent etre la cible d'une reponse
immunitaire protectrice :

- Le sporozoite, stade infectieux

- Le stade de la schizogonie hepatique

- Le stade de la schizogonie érythrocytaire : merozoites et schizontes
ou stades sanguins asexues

- Le stade sexue, constitue par les gametocytes

La communauté scientifique, apres avoir tout d'abord démontre 1'importance
de 1' immunite humorale dans 1'établissement d'une protection contre les
stades du sporozoite et stades sanguins asexués (Clyde et coll 1973(b))
s'est tournee ensuite vers les formes extracellulaires, supposant qu'elles
etaient la cible privilegiee d'une reponse protectrice. Les recherches se
sont donc orientées vers 1'etude des structures antigéniques des sporo-
zoTtes et des mérozoites. Puis on s'est apergu que les gamétocytes engen-
draient une réponse immunitaire, capable d'interrompre le cycle sexué chez
1'anophele (Vermeulen et coll. 1985).

Récemment, enfin, 1'équipe de Schofield (1987) a démontré 1'existence
d'une immunite cellulaire dirigée contre les formes hépatiques.

Ainsi, bien qu'il semble artificiel de separer immunite humorale et cel-
lulaire, etroitement imbriquées, nous utiliserons ce plan pour decrire les

mecanismes mis en jeu.
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3. Immunite humorale spécifique protectrice

- Antisporozoite

Le sporozoite constitue le stade infectieux : il transite dans le sang

pendant une courte perfode apres la piqire d'un anophéle vecteur, puis
atteint le foie.

Des experiences d' immunisation chez 1'animal et des dosages d'anticorps
sériques chez des sujets hyperimmuns ont démontré 1'existence d'anticorps
antisporozoites. Ces anticorps sont spécifiques d'espece, de stade, mais
pas de souche et conferent une protection néanmoins incomplete apres
transfert massif. Le titre des anticorps antisporozoites est proportionnel
au nombre de piqures d'anophéles c'est-a-dire au nombre de sporozoites
injectés (Clyde et coll 1973(a)) ; de plus, dans les régions endémiques,

les niveaux d'anticorps croissent avec 1'age des sujets (Druilhe et
coll 1986).

On evoque plusieurs mecanismes d'action pour ces anticorps :

- Activation du complément : - induisant des altérations de la membrane du
parasite.

- augmentant la sensibilite a d'autres

meédiateurs chimiques, favorisant ainsi la

phagocytose.

- Neutralisation par inhibition de 1'adhérence du sporozoite sur les cel-
lules cibles (Hollingdale et coll 1982 et 1984)

- Plus récemment, hypothése selon laquelle les anticorps pourraient agir
en inhibant le développement Intracellulaire des stades hépatiques
(Mazier et coll 1986).
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Cependant, ainsi que le souligne Miller (1986), on ignore 1'importance
prise par 1' immunite antisporozoite dans la resistance au paludisme,
sachant que les sujets vivant en zone endemique ont aussi des anticorps

dirigés contre les stades sanguins qui participent eux aussi a la defense
anti-palustre.

- Immunite humorale anti-stades sanguins

L' immunite antimerozoTte est difficile a etudier car ceux-ci sont retrou-
ves pendant un temps tres court dans la circulation sanguine. Les anti-
corps sont spécifiques d'epece, de stade, et de souche. Ce sont principa-
lement des IgG et IgM, dont 1'action est independante du complement. Les
niveaux d'anticorps anti-mérozoites sont corelles avec le statut clinique
dans 70 a 80 7% des cas (Deans & Cohen 1983).

Plusieurs mecanismes sont evoqués pour expliquer 1'effet protecteur contre

les merozoites

- Inhibition de la réinvasion des globules rouges : des expériences de
Fandeur (1984) montrent qu'i{l n'y a pas de correlation entre le blocage
de 1'invasion des mérozoites et le transfert de 1' immunité, ce qui sug-

gere 1'intervention d'effecteurs cellulaires.

- Mort intracellulaire : ici les anticorps jouent le role d'agent de
destruction du parasite intraglobulaire. Il est a noter que Jensen en
1983, a également mis en eévidence dans le sang d'adultes soudanais un
facteur serique qui n'est pas une immunoglobuline et qui est capable de

tuer les parasites intra globulaires en culture.
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- reversibilité de la cytoadhérence : les sera qui bloquent 1'antigene
parasitaire exprime en surface des hematies parasitees inhibent 1'adhe-
rence a 1'endothelium, et permettent 1'élimination des hematies infec-
tées, gréce aux mecanismes effecteurs de 1' immunité a médiation cellu-
laire au niveau de la rate (Male et coll 1988).

- Activation des macrophages et opsonisation selon les mecanismes classi-

quement decrits.
- Cytotoxicite dépendante des anticorps (A.D.C.C.) dont les effecteurs

sont les cellules killers, les monocytes ou les polynucléaires, phéno-

mene important dans 1' immunité antimalarique (Deans & Cohen 1983).

4. Immunite cellulaire

- Antisporozoite

L' immunite antisporozoite est thymodependante : elle fait intervenir des
cellules T helper qui cooperent avec les lymphocytes B pour la synthese
d'anticorps specifiques. Cependant, les lymphocytes B et T ne reconnais-
sent pas le meme epitope sur un antigene donné : autrement dit, un épitope
B ne stimulera pas les T helpers s'il n'est pas couplé a un épitope T.

On rappelle qu'un épitope est la partie la plus elémentaire de 1'antigene
capable d' induire une réponse immune. (cf figure 5)

Des expeériences recentes ont apporté la preuve que les anticorps antispo-
rozoites ne conferent pas a eux seuls une immunité antisporozoite com-
plete. Ainsi les expériences de Chen (1977) montrent que des souris immu-
nisées avec des sporozoites irradiés puis traitées par injection d'anti-
corps anti chaine P resistent quand meme a 1'infestation par des sporo-

zoitres virulents d'une plasmodie murine.




\/
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Figure 5 - Représgntation schématique d'un égitope T.
(d' apres Male et coll 1988)
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Par la suite, d'autres auteurs, se fondant sur 1'hypothese selon laquelle
les hepatocytes parasites n'expriment aucun antigene plasmodial a leur
surface, ont suggere que ces formes exoerythrocytaires (EEF) n'étaient pas
exposées aux anticorps (Nussenzweig & Nussenzweig 1986). De plus aucune
cellule inflammatoire n'est presente autour des formes exoerythrocytaires
intrahépatiques, suggérant 1'action d'éventuels mediateurs chimiques

secrétes a distance par des cellules stimulees par 1'infection palustre,
via les sporozoites.

Ainsi, quelques etudes ont montré 1'effet de 1' interféron (IFNU») sur
les EEF. Une faible quantite d'IFNa,, injectée avant 1'injection de spo-
rozotites infectieux diminue la parasitémie, et prolonge la periode
pre-patente chez des souris, alors qu'une injection d'IFNY{'suivant de 72
heures celle des sporozoites ne produit aucun effet (Ferreira et coll
1986). Pour montrer 1'effet de l‘IFNU— sur les EEF, Ferreira utilise une
sonde a DNA et met en évidence que l'H’Na’ murin est capable a des degres
variables selon les doses injectées d'inhiber le developpement des EEF
de P. berghei chez les rongeurs, et ceci indépendamment du nombre de spo-
rozoites injectes.

La preuve est donc faite, chez la souris, de 1l'effet de l'IFNba, dans
1' immunite antisporozoite. On précise que 1' IFN T est une lymphokine
secretee par les lymphocytes T stimules, et douce de proprietés immu-

nostimulantes.

Une experience realisee chez le chimpanzé, avec de 1'IFN .~ humain montre
un allongement de la periode prepatente et une diminution de la parasite-
mie, apres injection successive de 1'IFN puis de sporozoites de

P. vivax (Nussenzweig V. et Nussenzweig R. 1986).

Enfin, dans un systeme in vitro, sur cultures cellulaires d'hépatome
humain, Schofield (1987) montre que des cellules traitées par l'IFN6,
humain 24 heures avant 1'incubation avec des sporozoites de P. berghei ne
permettent pas la multiplication du parasite, 1'effet inhibiteur variant
avec la dose d' IFN,~. Poursuivant ses investigations Schofield essaie de

trouver les populations cellulaires productrices d' IFN dans les conditions

Y
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naturelles de 1' infection palustre : lymphocytes T helpers (CD4*) ou T
cytotoxiques (CD8%). En effet, leur experience chez le rat justifie
1' interet porte a l'IFNa’ puisqu'elle montre que la neutralisation de
1' IFN Ufendogéne est capable de detruire partiellement 1'immunite etablie

chez les rats, si on leur injecte de nouveau des sporozoites infectieux.

- Ainsi selon les auteurs, les cellules T (D8% stimulées par 1'infection
palustre, sont d'une part capables de synthetiser de l'IFNB—, et
d'autre part d'agir comme lymphocytes cytotoxiques vis-a-vis des hepa-
tocytes exprimant en surface des antigenes sporozoitaires ou d'origine
EEF.

L'hypothese selon laquelle les hépatocytes expriment des néoantigénes
parasitaires, quoique divergente de celle de Nussenzweig (1986), est
reprise par Langsley (1988) qui ajoute que les cellules hepatiques,
exprimant 1'antigene HLA de classe I, sont capables de servir de cellu-

les presentatrices de 1'antigéne.

- Autre source possible d'IFN, , les T helper stimules, l'IFNb, agissant
alors sur les macrophages dont 1'action cytotoxique s'exprime a travers
le relargage de derivés oxygenes et de "tumor necrosis factor" (T.N.F.)
(Mosmann et coll 1987).

Ainsi, 1'immunite antisporozoite, s'équilibre entre trois poles :

- Le titre des anticorps neutralisants
- Le degre et le type de réponse cellulaire

- La charge en sporozoites infectieux.
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- Immunite cellulaire anti stades sanguins

L' immunite dirigee contre les stades sanguins fait intervenir les effec-

teurs cellulaires précedemment decrits :

- Cellules T helpers, agissant dans la cooperation avec les cellules B
pour la production d'anticorps specifiques ou comme source de lymphoki-
nes pour activer d'autres cellules, macrophages et cellules "natural
killer" (NK), qui a leur tour pourraient secreter des facteurs letaux
pour le parasite (Allison 1981 dans Deans 1983).

- Cellules T cytotoxiques : leur role dans 1' immunite contre les stades
sanguins est cependant plus discutable. On sait en effet que 1'activa-
tion des T cytotoxiques est restreinte par les produits de Classe I du

systeme HLA, et ceux-ci ne s'expriment pas sur les hematies humaines.

5. Immunitée acquise non specifique

L' infection palustre est modulee par des mecanismes immunologiques non
specifiques : ainsi, des agents comme 1'adjuvant complet de Freund (ACF),

le Bacille de Calmette Guerin (BCG) ou Corynebacterium parvum peuvent

induire le relargage de mediateurs d'action cytolytique non specifique,
capables d'entrainer des altérations parasitaires. (es mecanismes sont mal

compris ; cependant, ils pourraient faire intervenir l‘IFNK.(Deans et
Cohen 1983).

Cela explique 1'utilisation quasi-constante d'adjuvants de 1'immunite dans

la preparation des vaccins.
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I1.1.2. Le parasite face a son hote : les mecanismes

d' echappement

Resultat de 1' adaptation du parasite a son hote naturel, un équilibre
s'est etabli entre les deux protagonistes. Le parasite s'est plu a déjouer
les barrieres immunitaires élevées par 1'hote grace a divers mécanismes
d' échappement responsables du succes de son implantation chez 1'héte, dont

nous evoquerons ci-apres quelques aspects.

11.1.2.1. Localisation intracellulaire

L' immunologie nous apprend que les parasiteé intracellulaires sont soumis
prefeérentiellement a 1' immunité a mediation cellulaire. La localisation
dans la cellule semble proteger de 1'action des anticorps, comme cela
s' opere par ailleurs avec d'autres parasites comme les Leishmania ou des

bacteries comme les Chlamidiae.

I1.1.2.2. Echappement a la reconnaissance

Le parasite, a 1'image d'un quidam voulant passer inapersu, se cache der-
riere un aspect différent de celui sous lequel on le rencontre habituel-

lement, et utilise plusieurs artifices s

1. Diversite antigenique

Au sein d'isolats naturels de P. falciparum, on observe 1'expression de

différents isoenzymes, des sensibilites differentes aux antimalariques, et
surtout 1'expression alternative d'épitopes differents sur certaines pro-
teines parasitaires. Cependant, on ignore encore les bases moleculaires de
cette diversite antigenique (Miller et coll 1986).
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L'etude de Mc Bride (1982) concernant les antigenes de P. falciparum

illustre egalement les différences antigeniques existant d'une souche a

1'autre pour un meme stade.

2. variations antigéniques au cours du stade evolutif

Le passage par differents stades evolutifs s'accompagne de modifications
antigéniques : certains antigenes sont communs a différents stades, alors
que d'autres sont specifiques d'un seul stade. L'évolution d'un stade a
1'autre, s'accompagne parfois de la fragmentation d'une proteine en pro-
téine de plus faible poids moléculaire.

3. Proteines de diversion

Le parasite est capable de libérer des antigenes susceptibles de devier la
-Téponse immunitaire : ceci a 6té montre avec P. knowlesi dont les sporo-
zoTtes traités par un immun serum anti (SP, sont capables de relarguer la
couche superficielle de leur CSP pour detourner les anticorps de leur

cible. Ce retard va permettre au sporozotite d'atteindre un hepatocyte
hote.

Autre protéine de diversion chez P. falciparum : 1'antigene soluble

relargue par les mérozottes dans la vacuole du schizonte, il contient des
epitopes reépeteés et subit une variation antigénique pouvant agir comme une

protéine deviant le systeme immunitaire (Male et coll 1988).
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4. Variations antigeniques au sein d'un meme stade

Les variations phénotypiques s'expriment a travers mutations et recombi-
naisons au cours de la meiose, ou a travers 1'expression alternative des
genes d'une famille multigenique, comme cela se produit pour les trypano-
somes (Male et coll 1988). La plupart de ces variations antigeniques ont
été décrites pour les formes sanguines asexuées : ceci pourrait s'expli-
quer par l'intense pression immunologique qu'elles subissent de la part du
systeme immunitaire et de par leur division rapide, excellente source de
mutations (Miller et coll 1986).

I1.1.2.3. Suppression de la reponse immunitaire de

1' hote

1. Role des antigenes solubles parasitaires

Les antigenes solubles libérés par le parasite sont capables de réduire la
réponse immunitaire de 1'hdote. Cette Immunosuppression non spécifique, est
une caracteristique universelle des infections parasitaires et touche
1'immunite a médiation humorale et cellulaire (Roitt et coll 1985).

L'étude de Ballet (1986), chez des sujets impaludés a P. falciparum montre

la presence d'antigenes circulants dans le sang des sujets, sans preciser

s'ils sont libres ou complexés a des anticorps, et met en evidence un
deficit de 1'immunité a médiation cellulaire. Des tests cutanés a la phy-
tohémagglutinine (PHA) et un test de transformation lymphoblastique
vis-a-vis d'antigenes spécifiques et non spécifiques, ont été utilisés
dans 1'exploration de 1'immunite a mediation celulaire. Ces experiences
suggerent le role inhibiteur direct des antigenes parasitaires circulants

sur les mécanismes d'activation lymphocytaire.
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2. Complexes immuns circulants

Les complexes immuns circulants sont constitues d'antigenes solubles
associés a des anticorps et apparaissent vers le 4éme ou 5eme jour d'une
infection primaire. Ils provoquent une baisse du C3 et du C4 ce qui est a
1l'origine d'un deficit de 1' immunite humorale spécifique protectrice (On

rappelle que C3 et C(, sont des fractions du complément nécessaire a
1'action lytique des anticorps).

3. Activation polyclonale

L'infection palustre declenche une elévation du taux d'Ig M et Ig G sans
specificite démontrable vis-a-vis d'aucun antigéne parasitaire. Si les
cellules T (helper) contribuent a 1'elévation generalisée de la production
des immunoglobulines, il semble qu'une grande partie soit le fait d'anti-
genes libéres par le parasite pour agir directement comme activateurs
polyclonaux des lymphocytes B (Deans 1983).

I1.1.2. 4. Echappement a la réponse de 1'hote

On a precedemment décrit le role des knobs, protéines parasitaires expri-
més en surface des globules rouges parasités, dans la survenue des phéno-
menes lies au neuropaludisme. Mais ceci constitue egalement un echappement
aux defenses immunitaires naturelles de 1'hote. En effet, ces hematies

parasitées par P. falciparum, vont adherer a 1'endothelium vasculaire

grace aux knobs. Cette adhésion empeche 1'élimination de ces globules

parasitees au niveau de la rate (Male et coll 1988).

Cependant, la liste n'est pas exhaustive. De nombreux mecanismes d'echap-
pement restent incompris et cet inconnu constitue une entrave importante

dans la voie de la vaccination.
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IT.2. LA VACCINATION

I1.2.1. Historique

Si 1'on s'attache a 1'etymologie du mot "vaccination", on retrouve deux
noms : JENNER et PASTEUR.

En effet, Jenner est a 1'origine de la prophylaxie antivariolique
puisqu'en inoculant un extrait de pustule d'un sujet atteint par la vac-
cine (affection benigne due au cow-pox des vaches, vacca = vache en latin)
i1 le protege contre la variole.

De son cote, Pasteur, en 1'honneur de ce medecin anglais, Jenner, donne le
nom de vaccination au procédé destiné a produire une réponse immunitaire
adequate pour une protection au long cours : en 1885, il realise le pre-

mier vaccin antirabique utilisable chez 1'homme, ouvrant ainsi la voie des
vaccinations.

Depuis cette date, au fil des nouvelles decouvertes technologiques et
scientifiques, de nombreux vaccins ont ete introduits en prophylaxie
humaine : variole, diphtérie, poliomyelite, tuberculose ont pratiquement

disparu depuis 1'application a grande echelle de la pratique des vaccina-
tions.

Cependant, les vaccins actuellement utilises posent pour certains, quel-
ques problemes :

- une efficacite limitée tant au niveau du degré, que de la duree de la
protection conferee, cela etant particulierement vrai pour le vaccin
anticholeérique.

- des effets secondaires non negligeables, surtout avec le vaccin contre
la typhotde (T.A.B.) et le vaccin coquelucheux.
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Aussi, de plus en plus frequemment, on s'oriente vers 1'obtention de
fractions purificées immunogenes plutdt que vers des souches attenuses

presentant des risques de reversion a la virulence.
Actuellement, trois axes se dessinent dans la recherche vaccinale :

- le premier a trait a 1'amelioration de la distribution des vaccins
existants dans les pays en voie de développement, sous 1'égide de

1'0.M.S., dans le cadre des programmes elargis de vaccination (P.E.V.).
- Le second est celui de 1'amelioration des vaccins actuels.

- Le dernier vise au developpement de nouveaux vaccins. C'est grace au
progres technologiques de ces dix derniéres années que 1'espoir de pro-
duire des vaccins contre toutes les pathologies infectieuses transmis-
sibles a 1'homme a pu naitre. Parmi eux, le vaccin antipalustre occupe

une bonne place.

IT.2.1.1. Les nouvelles approches technologiques

1. Production d' anticorps monoclonaux

La technique des hybridomes, elaborée en 1975 par Kohler et Milstein per-
met de produire un anticorps homogene, monoclonal, en grande quantite, qui
ne reconnait qu'un seul determinant antigenique (épitope) d'un antigene
(Ag) complexe.

Les anticorps monoclonaux ont trouve de nombreux domaines d'application,
parmi lesquels figurent 1'analyse des antigenes et 1'identification

d' epitopes specifiques.
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2. Technique de recombinaison génétique

La technique de 1'ADN recombinant a ouvert la voie des manipulations

genétiques. Outre son utilisation pour la production de sondes génétiques,
elle permet :

- La modification du génome microbien avec la possibilité d' introduire un

vecteur recombinant

- L'identification detaillee de la sequence nucléotidique codant pour une

proteine donnee

- La production de proteines specifiques

3. Les autres progres technologiques

D'autres aspects technologiques moins spectaculaires que les deux prece-

dents, mais neanmoins essentiels, se sont greffés la-dessus s
- La synthese chimique des oligo-peptides et polyosides

- Diverses techniques de fractionnement des proteines et d'analyse des
fractions : techniques chromatographiques utilisant différents supports
selon le substrat etudie, et dont la plus remarquable dans la resolution
est sdrement la chromatographie liquide haute performance ou CLHP.

De meéme, toutes les techniques électrophorétiques largement utilisées
pour séparer les protéines, ont vu accroitre leurs performances a tra-
vers la technique d' immunoblotting, qui trouve des applications dans la
recherche vaccinale pour la caractérisation des peptides plasmodiaux. On
rappelera simplement que cette technique associe une migration électro-
phoretique sur gel de polyacrylamide suivi par le transfert sur gel de
cellulose sur lequel on fait agir directement un sérum ou des anticorps
monoclonaux. La révélation s'opere grace a des immunoglobulines marquées

par une enzyme, ou radiomarquees.
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- La capacité accrue des programmes informatiques dont une application est
la visualisation de la conformation tridimensionnelle des épitopes,

permettant la prediction de leur localisation precise.

- La technique de 1'immortalisation des clones lymphocytaires T, a ouvert
la voie de la connaissance du répertoire de ces cellules vis-a-vis des
antigenes thymodépendants et confirmé 1' importance de la présentation de
1'antigene associé aux produits des genes du complexe majeur d'histocom
patibilite (CMH, systeme HLA chez 1'homme) (Kaufmann 1984).

Cette technique a permis de montrer eégalement toute 1'importance des

lymphocytes T dans 1' induction de la protection acquise.

I1.2.1.2. Les nouveaux modeles animaux

Les modeles experimentaux, pour leur abord facile, servent souvent de base
a 1'eétude des plasmodies humaines, malgre leurs inevitables différences.
Cependant, il faut bien savoir que les resultats ne sont que difficilement

transposables, vu 1' importance que 1'on sait des relations specifiques
hote-parasite.

Depuis peu, de nouveaux modeles animaux utilisant des primates sont
disponibles pour 1'etude des plasmodies humaines : pour le cycle erythro-
cytaire, 1'utilisation du singe Saimiri developpee par 1' Institut Pasteur
en Guyane avec P. falciparum et P. vivax, semble plus facile que celle du
chimpanzé, ou de 1'Aotus en voie de disparition (Gentilini et coll 1984).
Cependant, la sensibilite du Saimiri, vis-a-vis de P. falciparum reste
modeste, sa reproduction difficile en captivite et la mortalite atteint
presque 30 4 apres infestation.

Devant toutes ces difficultes, et aussi parce que 1'utilisation des singes
est tres onéreuse, la découverte des cultures cellulaires a révolutionneé
1' étude des plasmodies permettant de réserver les animaux aux tests ulti-

mes (controle de 1'immunité, tolérance aux préparations vaccinales).
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I1.2.1.3. Les cultures cellulaires

En 1976, Trager et Jensen ont mis au point la culture cellulaire des sta-

des sanguins de P. falciparum : tous les stades du cycle asexue sont

observes. De nombreuses modifications ont été apportées a la technique
initiale et on a pu obtenir des gametocytes infectieux pour le moustique,

étape importante pour la mise au point de vaccins anti-gamétes et
anti-sprozofites.

Une etape supplementaire a été franchie par Mazier qui réalise la culture

in vitro des stades hepatiques de P. vivax (1984) puis P. falciparum

(1985) sur hépatocytes humains.

Les plasmodies animales comme P. berghei par exemple, ont, pour leur part,
éte cultivees plus précocément (Hollingdale et coll 1981).

Plusieurs inconvenients restent cependant inherents a la technique :

- Lourdeur des contraintes techniques

Codt non neégligeable

Rendement assez faible

Modification des parasites au cours de la culture

Cependant, les cultures cellulaires sont largement mises a profit en
recherche fondamentale, permettant d'etudier les relations du parasite
avec sa cellule hote (facteurs nutritionnels ou chimiques de survie, fac-

teurs immunologiques, mécanismes de penetration cellulaire).

Outils de la recherche appliquée, les cultures celllulaires permettent
aussi 1'etude de 1'action des antimalariques de synthése a travers des
tests de chimiosensibilité tel que le test de RIECKMAN ou microtest 0.M.S.
{Rieckman et coll 1978), ainsi que la mise au point de tests d'invasion ou
d' inhibition de 1' invasion des sporozoites (Hollingdale et coll 1984).
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11.2.2.2. Les trois axes

Trois principaux axes de recherche sont actuellement développés pour
1' elaboration d'un vaccin antipalustre : le stade infectieux et les stades

sanguins sexues et asexués.
Cependant, ils offrent des perspectives différentes :

- un vaccin antisporozoite doit entrainer une immunité complete. Destine
en priorite aux sujets neufs et aux enfants vivant en pays d'endémie, il
doit s'appliquer egalement au reste de la population afin de diminuer le
taux de transmission. ('est le seul vaccin senso stricto, puisqu'il doit

- R ~ . . . >
etre efficace a 100 % pour ne laisser echapper aucun sporozoite a son
controle.

- un vaccin antistades sanguins asexués doit entrainer une immunité a peu
pres semblable a 1' immunité naturelle. Destiné a diminuer la morbiditeé
et la mortalite, notamment sur des groupes sensibles (enfants de moins
de 4 ans) des regions endemiques, il ressemble davantage a un "super-
traitement" qu'a un vaccin.

- un vaccin antigametocyte ne developperait pas d' immunité chez 1'hote.
C'est un vaccin altruiste destine a diminuer le taux de transmission par
le vecteur.

A 1'heure actuelle, on tend a penser qu'un vaccin vraiment efficace contre
le paludisme devrait contenir des sous-vaccins contre chacun des stades du
parasite.

En outre, seules deux voies de fabrication sont applicables : 1'une uti-
lise la technique du DNA recombinant, 1'autre la synthese peptidique. En
effet, les cultures cellulaires ont un colt eleve et les antigenes obtenus

n'offrent pas un degre de purification suffisant.
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Enfin, le choix de 1'immunogene s'oriente vers un elément essentiel a la
survie du parasite d'un point de vue fonctionnel plus que conformationnel,
de telle sorte qu'une quelconque mutation ne puisse conduire qu'a la mort
du parasite. Mais il semble helas que ces antigenes de survie du parasite

. e * S
ne soient que tres peu immunogenes.

II1.2.2.1. La vaccination antisporozofte

De tres nombreuses equipes se sont engagees dans le pari de la vaccination
antisporozoite, et il semble que la difficulte majeure réside dans la

comprehension des relations hote-parasite.

1. Les premiers essais sur 1'animal

Les premiers essais d' immunisation sont realises sur des modeles expéri-
mentaux, animaux de laboratoire auxquels on injecte des sporozoites atte-
nués issus de plasmodies spécifiques de 1'espéce animale correspondante.
L' immunite conferee est d'abord évaluée in vivo, par réinjection de spo-
rozoites, virulents cette fois, et par la suite des tests in vitro sont

realises pour évaluer la réponse humorale.

Ce sont les oiseaux qui ont fait 1'objet des premieres etudes. Ainsi,
1'injection de sporozoftes de plasmodies aviaires, tués ou inactives par
les ultra violets, engendre chez les oiseaux une immuniteé partielle
(Mulligan et coll 1941). D'autres auteurs observent egalement, chez les
oiseaux, le developpement d'une immunité incomplete apres injection de

sporozoites inactives de P. falciparum en présence, pour certains groupes,

d'un adjuvant (saponine) (Richards 1966). La protection est apprehendee
par 1'injection de sporozoites virulents de la meme espece, tandis que les
anticorps specifiques sont detectes par agglutination (in vitro) de spo-
rozoites homologues, apres contact avec les sera des oiseaux immunises.
Cette etude permet de mettre en évidence la spécificité de stade, et le
role des anticorps dans 1' immunite antisporozoite, aussi bien que le role
des adjuvants de 1' immunite dans le renforcement de la réponse immune de
1' hote.




47

Chez les rongeurs, 1'injection de sporozoites irradies de P. berghei
entraine une Immunité protectrice vis-a-vis d'injections de sporozoites
vivants de la meme espece : 1'immunité observee est partielle et des
injections repétees améliorent la protection (Nussenzweig et coll 67) .
D'autres etudes montrent une diversite antigénique plus importante entre
deux stades d'une meme espece plasmodiale, qu'entre deux stades identiques
d'especes différentes (Nussenzweig et coll 1969). Mais alors que 1'on
progresse pas a pas, une amelioration dans la technique d'immunisation
voit le jour en 1970 : elle consiste en 1'introduction (chez les rongeurs)
de sporozoites de P. berghei par les piglires d' anopheles infestes puis
irradies. Cette pratique évite 1'introduction de mateériel tissulaire
inhérent a la dissection des glandes salivaires des anopheles infesteés,
d'ou sont extraits les sporozoites. L'application principale, mais peu
utiliseée pour des raisons pratiques, se situe sur le plan des essais de
vaccination de 1'homme, pour eviter le risque de sensibilisation au cours
de 1' immunisation.

Troisieme volet des experimentations animales, les primates ont fait
1'objet du meme type d'essal que les oiseaux et les rongeurs : en effet,
1'injection de sporozoites irradies de P. knowlesi protege les singes de
1' infection engendrée par des sporozoites infectieux de la meme espece.

Au cours d'une etude sur le singe la presence d'anticorps
g

Saimiri,

antisporozoites, est observee a travers un test in vitro, nomme par la

suite circum sporozeite protein reaction (C.S.P. reaction) decrite par

Vanderberg (1969) par la formation d'un précipité caracteristique a 1'une
des extremites du sporozoite. Cependant, ces mémes auteurs ne manquent pas
d'émettre quelques restrictions quant a la corrélation a etablir entre la
presence d' anticorps generateurs de la (SP reaction et la protection con-
ferée in vivo (Nussenzweig, et coll 1970).
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2. Les premiers essais chez 1'homme

De 1'oiseau au primate, il ne reste qu'un petit pas a franchir pour se
tourner vers 1'homme, pour lequel on oriente les travaux vers 1'obtention

d'une immunite dirigee contre P. falciparum.

La premiere experience se deroule sur trois volontaires : elle permet
surtout de prendre des reperes tels que 1'évaluation de la dose de radia-
tions a soumettre aux sporozoites, ou de la quantite de sporozoites reel-
lement efficaces pour proteger contre les piqures d'anopheles infestants
(Clyde et coll 1973b). Des resultats concordants avec les etudes effec-
tuees chez 1'animal sont recueillis.

D' autres recherches effectuees sur un volontaire permettent de completer
ces premiers resultats, et conclure a 1'existence d'une immunité antispo-
rozotte specifique d'espece, non de souche.

Cependant, les auteurs s'interrogent sur la durée de la protection confe-
rée (Clyde et coll 1973a). Certains rapportent une duree d' immunite de
quinze semaines (Rieckman et coll 1974), tandis que d'autres confirment la
courte durée de 1' immunite conférée par piqure d'anopheles infestants mais
irradies : inferieure a 3 mois, avec des souches de P. falciparum, de 3 a
6 mois avec P. vivax (Clyde et coll 1975).

Jusque la le role majeur de 1' immunité humorale dans 1'immunité antispo-
rozoite ne fait aucun doute. Aussi cherche-t-on a ameliorer les tests in
vitro permettant d'evaluer cette protection médiee par les anticorps.
L'eéquipe de Nardin, en 1978, utilisant notamment la technique d'IFI et la
(SP reaction aboutissent a trois conclusions :

- Présence d'antigenes specifiques de stade en surface des sporozoites
d' especes murines, simiennes et humaines.

- Presence d'antigenes communs entre sporozoites ayant subi un traitement
physique ou chimique (dessication) et stades sanguins.

- Enfin, 1'immunisation avec des sporozoftes irradies mais intacts donne

naissance en priorite a des anticorps specifiques de stade.
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Les resultats de ces diverses études ne traitent que de 1'aspect sérique
de la reponse anticorps, et c'est la mise au point des nouvelles techni-
ques d'analyse, qui permettront de s'interesser a 1'equipement antigenique

et immunogene du sporozoite, a 1'origine de cette réponse humorale.
p , g p

3. Structures de la C.S.P. des plasmodies

- Identf%ication

('est grace a 1'utilisation des anticorps monoclonaux qu'il a ete possible

d' identifier la "circum sporozoite protein" des plasmodies animales et
humaines.

Ainsi, des 1980 Potocnjak produit un anticorps monoclonal dirige contre
une proteine de surface des sporozoites de P. berghei : protéine immuno-
gene de poids moléculaire 44 000 D (Pb 44). I1 démontre que les anticorps
produits sont specifiques d'espece et confeérent une immunité compléte qui
varie cependant avec la charge des sporozoites infectieux et le titre des
anticorps de 1'animal immunise. Ces anticorps agissent par leur fragment
Fab pour entrainer la neutralisation des sporozoites et leé auteurs sug-
gerent que le mode d'action passe par le blocage de 1'infectivite des
sporozoites ou de leur multiplication intra hepatique.

Enfin, ayant montre que le resultat de la vaccination par des sporozofites
atténues etait plus efficace que le transfert passif d'immunoglobulines,
il suggere 1'intervention de mécanismes a médiation cellulaire dans
1'établissement de 1' immunité antisporozoite.

Par la suite, d'autres auteurs se sont intéressés au mécanisme d'action
des anticorps anti Pb 44. Au cours d'une etude ou la specificité de stade
et d'espéce est confirmée, Aikawa en 1981 montre la présence de la Pb 44
sur des sporozofites infestes de P. berghei et sur des coupes de foie de
rat infecte par P. berghei : les auteurs suggérent que la Pb 44 participe
au processus de reconnaissance des cellules hépatiques, prealable a la
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pénétration du sporozoite dans 1'hépatocyte. L'équipe d'Hollingdale
(1981), demontre sur cultures cellulalres ol le cycle asexué de

P. berghei a ete reproduit que le Fab des anticorps anti Pb 44 empeche
1'attachement des sporozotites de P. berghei sur les cellules cibles en
culture. Ceci pousse les auteurs a penser que la Pb 44 est etroitement

liée au processus d'entrée des sporozoites de P. berghei dans les hépato-
cytes (Hollingdale et coll 1982).

Des études similaires sont réalisées sur d'autres modeéles. Ainsi, 1'équipe
de Cochrane (1982) s'attache a caracteriser les antigenes sporozoitaires
de P. knowlesi. Pour cela, il produit des anticorps monoclonaux diriges
contre trois protéines de poids moléculaire 42, 50 et 52 KD, les 2 der-

niers etant les préecurseurs de la premiere, protéines membranaires des

sporozoites de P. knowlesi. La plupart de ces anticorps monoclonaux neu-
tralisent 1'infectivité des sporozoites (test in vivo).

D'autre part, les auteurs observent des reactions croisees entres les
antigenes de la membrane du sporozoite de P. knowlesi et de deux autres

especes plasmodiales, P. cynomolgi et P. falciparum, suggerant 1'apparte-

nance de ces antigenes protecteurs a une famille commune de proteines

presentes a la surface des sporozoites.

De la meme fagon, on produit des anticorps monoclonaux diriges contre les
sporozoites de deux plasmodies humaines : P. falciparum et P. vivax
(Nardin et coll 1982) et, grace a des reéactions d' IFI, on démontre la

distribution des protéines reconnues par les anticorps monoclonaux sur

toute la surface membranaire des sporozoites. On met en evidence des pro-
’ 4 . » ~ . - 4
teines specifiques d'espece mais aussi, la encore, des proteines communes

entre P. knowlesi, P. cynomolgi et P. falciparum laissant supposer une

communaute antigénique a ce niveau. Zavala (1983) va plus loin, suggérant
que les anticorps ne reconnaissent qu'une seule region immunodominante de
la (SP, proteine couvrant pourtant toute la surface membranaire du sporo-
zoTte, puisque les épitopes reconnus par les sera des sujets immunises
sont les memes que ceux reconnus par les anticorps monoclonaux. De plus,
les auteurs supposent la presence d'au moins deux épitopes identiques au
sein de cette région immunodominante.
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- Structure

C'est en fait le clonage des genes codant pour les differentes C.5.P. qui
apporteront les confirmations aux precedentes hypotheses, ainsi que beau-
coup d'autres informations.

Les premieres etudes qui ont permis d' identifier le gene codant pour la
CSP portent sur P. knowlesi (Osaki et coll 1983). Ce gene est unique dans
le génome, s'exprime a un trés haut degré au stade du sporozoite et pas du
tout au niveau des autres stades, suggerant une etroite reégulation dont la
base reste inconnue. Cependant le gene a eté isolé a partir du DNA des
formes asexuees erythrocytaires et non des sporozoites. Les auteurs ont
cloné le gene de la CSP afin d'en obtenir la structure nucléotidique, en
utilisant des phages recombinants. Ainsi, 1'on peut constater que 40 % de
la chaine polypeptidique de la C(SP est constituée par une unité de 12
acides aminés (AA) repétée 12 fois en suivant. Cette région est flanquée
de régions contenant des AA chargés, puis d'une séguence "signal", hydro-
phobe, amino terminale (N terminale) et d'une sequence d' ancrage, hydro-

phobe, carboxyterminale (C terminale). La CSP est ancree dans la membrane

cellulaire par 20 AA carboxyterminaux. Or il existe des boucles dans cette

région C terminale faisant suite a 1'oxydation de paires de cystéine et a
la formation de ponts disulfure : ces boucles exposent principalement les
unités répétitives avec ou sans la région N terminale. Les résultats de
Zavala (1983) sur P. berghei montrant qu'au sein de la CSP, il existe une
région immunodominante, suggérent que le peptide répstitif d'Osaki est le
seul a interagir avec le systeme immunitaire : le reste de la proteine

restant dissimule ou inaccessible.

En 1984, 1'équipe d'Enéa a réussi a cloner le géne codant pour la CSP de

P. falciparum. I1 en décrit la sequence nucléotidique pour déduire la

structure peptidique de la proteine codee. Ce gene semble egalement unique
dans le génome.
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L'€tude de la séquence nucléotidique du géne de la CSP de P. falciparum

est approfondie grace a une souche bresilienne (Dame et coll 1984). Le
gene code pour une protéine de 412 AA et la protéine contient 41 fois la
repetition d'un tetrapeptide dont 37 fois Asn-Ala-Asn-Pro et 4 fois
Asn-Val-Asp-Pro (Asn : asparagine - Ala : Alanine - Pro : proline - Val :
valine - Asp : acide aspartique). (cf figure 6)

Les auteurs etablissent une comparalson avec la (SP de P. knowlesi dont le
gene a ete clone par Osakl en 1984 ce qui amene plusieurs remarques :
d' abord 1'identite de taille, puis la similarité de la structure globale,
avec une sequence signal hydrophobe N-terminale, une seéquence d'ancrage C
terminale hydrophobe, des régions constituees d'AA chargés, enfin une
région centrale constituée de peptides répétés. Il existe, de plus, deux
régions presentant le degré d'homologie le plus fort entre les deux
sequences, appelees Region I et Region II (cf figure 7), et, a ce stade,
certains pensent qu'elles sont impliquees dans la fixation aux cellules

cibles hepatiques, pouvant aussi servir de support immunogéne invariant.

La (SP de P. vivax est ensuite la cible des investigations. Arnot en 1985,
clone le gene codant pour la (SP de P. vivax et le compare aux deux pré-
cédement décrites. La séquence peptidique de P. vivax est constituée de
373 AA, avec une région centrale emportant 19 fois la répetition d'un
nonapeptide Asp-Arg-Ala-Asp ou Ala-Gly-Gln-Pro-Ala-Gly (Arg : arginine -
Gly : glycocolle - Gln : glutamine).

La structure générale du gene est comparable aux deux précedemment
decrits. L'analyse des séquences nucleotidiques montre une etroite

homologie entre le gene de la (SP de P. vivax et P. knowlesi et a 1'opposé

peu de ressemblance avec P. falciparum.

On peut remarquer que, dans ce cas comme dans les precedents, seul un

petit nombre d'AA differents, entre dans la constitution des structures
repetitives.
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Ensuite ces auteurs confirment 1'existence d'un epitope immunodominant au

sein des structures repetitives ajoutant qu'il est stable dans les souches
d' origines geographiques différentes.

Par ailleurs, selon les memes auteurs, P. vivax et P. falciparum se

distinguent des plasmodies simiennes par la remarquable stabilite des
épitopes de la CSP.

D' autres equipes cherchent a savoir si les séquences répetitives sont
constantes dans les souches géographiquement eloignées, grace a un anti-

corps monoclonal dirigé contre les epitopes immunodominants de la CSP de

P. vivax et de P. falciparum. Les resultats montrent a travers 16 souches

de P. falciparum et 8 souches de P. vivax que les epitopes immunodominants

respectifs sont présents dans tous les isolats. Cette decouverte trouvera
plusieurs applications dont 1'utilisation d'un test immunoradiometrique a
2 sites (I.R.M.A.) pour identifier les sporozoites chez les anopheles et
déterminer le ou les espeéces transmises par le vecteur, et 1'utilisation
d'un peptide synthetique dans les tests serologiques a visées diagnostique

ou epidemiologique.

Grace a une sonde a DNA, issue d'une souche brésilienne de P. falciparum,
Weber (1985) confirme la constance de la sequence peptidique de la (.S.P.

au sein de 18 souches de P. falciparum. Seules de légeres variations dans

la longueur du gene de la (SP sont cbservées s de plus, les variations ne
sont observees qu'au niveau du DNA génique, alors que la séquence pepti-
dique est constante. Les resultats de Weber sont compatibles avec
1'existence d'un seul gene par haploide, et 1'etude permet de conclure au
caractere hautement constant du peptide répétitif de la région centrale de

la CSP de P. falciparum : Asn-Ala-Asn-Pro (NANP en denomination interna-
tionale des AA).
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- Interpretation

La presence quasi constante d'épitopes répétitifs au sein des diverses (SP
.a conduit les chercheurs a s'interroger sur leur role exact et plusieurs
hypotheses sont proposées.

Ainsi, certains pensent qu'ils servent a augmenter la réponse immune de
1'hote afin de le proteger contre les superinfestations par les plasmodies
de la meme espece. L'etablissement d'une nouvelle espece plasmodiale chez
1'hote ne dépendrait que de la modification de la séquence peptidique de
ces epitopes (Vergara et coll 1985).

L'equipe des Nussenzweig (1986) quant a elle, opte pour 1'interaction de
ces eépitopes avec les hépatocytes de 1'hote. Etant donné le nombre élevé
des répetitions, s' il s'opére une variation de 1'une des sous-unités, il

n'y aura pas de conséquence dans 1'attachement des sporozoites aux hepa-
tocytes.

Troisieme hypothese, que nous avons déja évoquée dans le précedent chapi-
tre sur 1' immunité antipalustre : 1'eéchappement a 1' immunite developpee
par 1'hote (cf II1.1.2.2).

S'il est difficile et prematuré de choisir 1'une des trois eventualites
citées plus haut, il est évident qu'aucune des hypothéses n'exclut les
autres et que la liste n'est pas exhaustive.

4. Obtention de fractions fmmunoqénes

Quand on s'est apergu qu'au sein de souches plasmodiales de la meme espéce
mais d'origine geographique différente, les régions de repetition de la
(SP demeurent constantes, et sont capables de susciter, dans certaines
conditions, une réponse humorale protectrice, les chercheurs ont adopté
1'idee d'en faire un element constitutif du vaccin antisporozoite.




55

On a produit des peptides variés dans leur nature et leur taille mais
tous constitutifs de la (SP et de tres nombreuses etudes se sont attachees
a la recherche de ces fractions immunogenes. Il est a noter que c'est
surtout 1'immnunite humorale developpée par ces peptides qui a tout
d' abord ete evaluée.

Vergara (1985) s'est Intéressé a P. knowlesi. On se rappelle que la
structure de la (SP decrite par OSAKI en 1983 comportait une région de

répétition (12 AA répétés 12 fois en suivant) flanquée de regions conte-

nant des acides aminés charges, puis d'une séquence signal N terminale, et
d'une séquence d'ancrage C terminale. Vergara réalise donc, d'une part, la
synthese de 2 peptides appartenant aux régions contenant des AA charges
(peptides N, accolé aux peptides répétitifs par le pole N terminal, et

peptide (,, plus proche de la région C terminale) et d'autre part, un
peptide de la region de repetition (cf figure B). Cette étude permet

d'affirmer que le peptide contenant 1'epitope repetitif est spécifique

d' espece, contrairement a Ny et C, des (SP de P. falciparum et

P. knowlesi. N, possede un haut degré de conservation et les anticorps
anti N, inhibent 1'infectivite des sporozoites, mais de fagon partielle.
Cela suggere néanmoins pour le peptide No un role non négligeable au sein
du sporozoite, qualité requise pour faire partie d'un vaccin antisporo-
zoite.

L'équipe de BALLOU (1985) synthétise des peptides de taille variée,

appartenant a la région de répetition de P. falciparum, et des peptides

des régions I et II de la CSP de la meme espéce, régions non répétitives
décrites par Dame en 1984). (cf figure 6). L' immunogenicite des peptides
est évaluée apres leur couplage a une protéine porteuse ou "carrier", chez
la souris et le lapin.
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I1 s'avere que seuls les anticorps antipeptides de la région centrale (AA
repetes) presentent une fonction biologique. Celle-ci est evaluée a 1'aide
de la CSP reaction et de 1'inhibition de 1'infectivite des sporozoites
(ISI) in vitro, correspondant a 1'inhibition de 1'invasion des cellules
d'hépatome humain, décrite par Hollingdale et coll en 1984. D'apres les
auteurs, les peptides de la région I et II ne sont pas impliqués dans la
reconnaissance des récepteurs de 1'hépatocyte, ce qui élimine leur candi-

dature comme partie prenante d'un vaccin.

Par ailleurs cette etude utilisant une protéine porteuse souleve quelques

reserves :

- la limitation de la quantite de peptides pouvant etre couplee au
"carrier",

- la sensibilisation de 1'hote conduisant a une clairance rapide de

1'antigene couple,

- la suppression "carrier spécifique" de la reponse a 1'epitope deécrite
par Herzenberg (1980). Celui-ci montre sur un modele murin qu'une pro-
teine "carrier" est susceptible d'engendrer une suppression de la
réponse humorale vis-a-vis de 1'épitope qui lui est couplé, lorsqu'elle
est introduite pour la seconde fois dans 1'organisme. D'ou probleme si

la vaccination necessite des rappels.

Les chercheurs se sont donc orientes vers les peptides de la region cen-
trale de la CSP.

Ainsi Young (1985), obtient la production par recombinaison genétique
dans E. coli des peptides appartenant aux sequences repetitives de la (SP
de P. falciparum. De taille superieure aux peptides synthetises dans
1'étude de Ballou (1985), ils possedent 16, 32 et 48 unités (cf figure 9)

couplées a une sequence de taille variable, constituée d'une partie de la

protéine codee par le géne de résistance a la tétracycline contenu dans un
plasmide recombinant d'E. coli.
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Les peptides obtenus sont ainsi decrits

Ry, tetg, Ry, tets,
Rug tetgs Ry tetsz

Avec R = repetition = Asn-Val-Asp-Pro ou Asn-Ala-Asp-Pro
16 ; 32 ; 48 = nombre de repetitions
tet, = région codée par le gene de résistance a la tétracycline dont
x représente le nombre d'AA constitutif de cette région.

seuls les peptides couplés a tets, sont purifies puis injectés a la souris
en presence ou non d'adjuvants.

L'expérience confirme la necessite des adjuvants et atteste l'immunogé—
nicite des trois peptides testes. Cependant, R16 tet3p, le plus court des
trois, apparait moins performant que les deux autres puisqu’il engendre

des titres anticorps moins eleves (en E.L.I.5.A.).

On peut donc en conclure que la longueur des peptides joue un role impor-
tant dans le titre des anticorps obtenus.

Ceci devra etre pris en compte dans une eventuelle fabrication par syn-
these peptidique, cette autre technique produisant dificilement de longs
peptides.

Enfin, il faut insister sur le fait que 1'immunité est evaluée a travers
des tests in vitro ce qui ne permet aucunement de prédire la protection
conféree in vivo.
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Complement a 1'étude de Young, 1'équipe d'Hoffman (1986) tente de préciser
le role exact des anticorps antisporozoites a travers des tests comparant
1'ELISA, 1la (.S.P. reaction et [.S5.1. chez des sujets vivant en pays

d'endemie. Plusieurs conclusions sont apportees :

- le peptide R3p tets, peut etre utilisé comme antigene dans un test ELISA
destiné a detecter le taux des anticorps des sujets vivant en zone
endemique.

- Les anticorps ainsi detectés (ELISA) ne sont pas systematiquement dou-

bles d'une activite biologique en CSP reaction et ISI.
Les auteurs émettent trois hypothéses a ce sujet :

- La faible affinite des anticorps detectés en ELISA pour les peptides
constitutifs de la (SP

- La reconnaissance d'épitopes non impliqués dans la CSP reaction et
en I.S.I.

- Les anticorps détecteés en ELISA ne seraient que des anticorps anti-
stade sanguins ne croisant avec les epitopes du sporozoite qu'en

ELISA, la moins specifique de ces trois réactions.

Enfin, la meme equipe d'Hoffman (1987) au cours d'un screaning réalisé
chez des sujets vivant au Kenya montre qu'il n'y a pas de différence
significative du titre des anticorps entre les sujets immunisés de fagon

naturelle et ceux immunisés avec le peptide R3p tet 39 (Ballou 1987) a
travers 1'ELISA et 1' IFI. Ainsi, la preuve est faite qu'il est possible de

reproduire les conditions naturelles d'infection, au moins sur le plan du

titre en anticorps.
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Méme si 1'obtention d'un haut titre en anticorps, paralt essentiel, il a
semblé egalement important d'étudier le mécanisme d'action de ces anti-
corps afin d'en evaluer 1'impact.

L'equipe de Mazier (1986) a étudié 1'effet des anticorps obtenus par
immunisation de souris en présence d'adjuvant avec des peptides repetitifs
de la (SP de P. falciparum issus de la recombinaison genetique (R16 tetso,

R3o tet3p, Ryg tetsy) ou de la synthese chimique. L' IFI est utilisée pour
analyser 1'effet des anticorps sur 1'infectivité des sporozoites vis-a-vis

des cellules hepatiques humaines en culture, tandis que 1'ELISA mesure de
fagon quantitative le titre des anticorps. Les auteurs notent 1'absence de

correlation entre les résultats obtenus en ELISA et en IFI.

De plus, les anticorps obtenus apres injection de peptides synthetiques ou
recombinants exercent un effet inhibiteur sur 1'attachement, la pénétra-
tion et le développement intracellulaire. Cet effet n'est pas toujours
total et depend du titre.

Enfin, il semble que les anticorps anti-sporozoites continuent d'exercer
un effet inhibiteur apres traversee du sporozoite dans 1'hepatocyte : ceci
correspond a un effet a long terme, indépendant du titre des anticorps du
serum testé. Mais on ignore néanmoins si les anticorps peuvent pénétrer
dans 1'hepatocyte ou non.

Enfin, completant les etudes precédentes, le travail de avaléﬂgléggi:}st
particulierement intéressant. Il étudie les sera de sujets gambiens vivant
en région endemique pour tenter d'établir une corrélation entre les anti-
corps naturellement acquis et les peptides appartenant aux reégions repe-

titives. I1 montre ainsi que l'éprtppeﬂjmmunodg@jpanﬁ de la CSP de

P. falciparum, est contenu dans un dodécapeptide synthétique

epitope immunodominant correspond a 1'épitope dont la majorité des anti-
corps seriques portent la speécificité.

(NANP) , avec N = asparagine, A = alanine, P = proline. On souligne qu'un
N 3 g
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A la lumiere de ces résultats, (NANP); a éte couplé a une protéine por-
teuse, le toxoide tetanique, pour tester son immunogenicité en presence
d'adjuvant complet de Freund chez 1'animal. De hauts titres en anticorps
specifiques sont obtenus, et sont capables de bloquer, in vitro, 1'infec-

tivite des sporozoites, 1'inhibition étant dépendante du titre en anti-
corps.

Autre fait essentiel, dans une etude de Weber et Hockmeyer, en 1985, tou-
tes les souches d'origine géographiques differentes examinees par les deux

équipes contiennent ce peptide (NANP) 5, confirmant ainsi les résultats de
Zavala.

Il semble donc clair, que dans un vaccin multivalent, la partie dirigee
contre les sporozoites contiendra au moins 1'eépitope (NANP)3 puisqu' 11l
apparait comme un épitope B, capable de stimuler les lymphocytes B a pro-

duires des anticorps.

La question est de savoir si les peptides de la CSP, synthetiques ou
recombinants, sont egalement capables d'engendrer des réponses, cellulai-
res, et notamment la secretion d' IFNy dont on a vu 1'importance plus haut
(cf II.1.1.2.).

Un des moyens utilises pour 1'exploration de 1'immunité a mediation cel-
lulaire emploie des tests de proliferation des lymphocytes (du sujet
immunisé) vis-a-vis de 1'antigéne spécifique. Chez 1'animal on travaille
sur les lymphocytes spléniques, tandis que chez 1'homme seuls les lympho-

cytes periphériques sont accessibles.

Egan (1987) confirme, chez la souris, la necessite de stimuler 1'immunite
cellulaire lors de 1' immunisation avec des peptides vaccinaux. Pour cela,
il utilise deux types de peptides :
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1. Peptide synthetique, contenant 2 octapeptides de la region de repéeti-
tion, couplé a une protéine porteuse

2. Peptide obtenu par recombinaison genetique contenant 1'integralite de
la région de répétition de la CSP de P. falciparum et Injecté en pré-
sence d'adjuvant.

et comme temoins de 1'expérience, 1'administration parallele de la pro-

teine seule, et des injections successives de sporozoites irradies.

Les resultats obtenus avec les peptides sont quantitativement et qualita-
tivement différents de ceux obtenus aprés immunisation par injection de
sporozoites irradies. En effet bien que dans les trois cas 1'obtention de
hauts titres en anticorps testes en ELISA, CSP reaction et ISI soient
obtenus, seules les souris imunisées avec des sporozoites irradies sont

protégées face aux piglres d'anophéles infestés par P. falciparum. Cela

suggere, a 1'évidence, que le mécanisme de 1' immunité induite par les
sporozoites irradies differe de celui engendré par les sous-unite vacci-
nales.

Par la suite, le transfert de cellules T (issues de la rate de souris
immunisees avec des sporozoites irradies) contrairement au transfert de
cellules B (de meme provenance) confére une protection aux souris récep-

trices vis-a-vis de sporozoites infectieux.

A 1'inverse, le transfert de cellules specifiques de souris immunisées
avec les différents peptides, ne protege pas les souris receptrices.
Quelques hypotheses sont présentées par les auteurs pour expliquer

1'absence de stimulation des cellules T par les peptides vaccinaux :

- Les peptides synthetiques semblent trop courts pour contenir un
épitope T.

- Les peptides recombinants, quolque assez longs, ne contiennent pas
d'epitope T, soit parce qu' il n'appartient pas a la region de repetition
de la (SP, soit que la presentation est inadequate pour engendrer une
reponse T. '
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Mais avant d'aller plus loin dans la recherche d'un ou de plusieurs épi-
topes T, trois equipes pionnieres en la matiere ont testé des préparations
vaccinales antisporozoites de 1'homme. Ces essais ont enrichi le reper-

toire des connaissances sur le sujet, et ont engendre de nouveaux axes de
recherche.

5. Trois essais de vaccination sur 1'homme

Tous les essais ont ete realises sur des volontaires humains : deux par
des équipes américaines, le troisieme par une suisse. Les deux types de
peptides, synthétiques ou recombinants, ont ete utilises, en présence
d'adjuvants. Enfin, 1' immunité humorale et cellulaire ont ete explorées a

chaque fois.

- Premiere tentative (Ballou et coll 1987).
L'équipe de Ballou injecte a 15 volontaires le peptide obtenu par

recombinaison génetique, R32 tet 39, en presence d'un adjuvant,
1'hydroxyde d'aluminium. Trois ou quatre injections, selon les groupes

de sujets choisis, sont reéalisés a 1 mois d' intervalle dans un protocole

incluant cinq concentrations differentes du peptide.

Le peptide Ry, tet3p est définit ainsi :

MDP (NANP)1s (NVDP) (NANP)j5 NVDP tet 37

avec s
M = méthionine ; D = acide aspartique
P = proline 3y V = valine
N = asparagine ; A = alanine

et prend le nom FSV-1 = Falciparum sporozoite vaccine-1

L'évolution des anticorps chez les sujets vaccinés est détectée en ELISA
(vis-a-vis de 1'antigene Rs, LR, avec LR = deux premiers acides amines de
tet32) I.FoI-, CoSoPo I‘éacthﬂ, I-SoIo

Les anticorps sont titres une semaine apres la premiere injection, puis
toutes les 2 semaines pendant 16 semaines et au moment de 1'epreuve avec

les sporozoites infectieux sur 6 sujets vaccines et 2 non vaccines.
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Les resultats montrent une bonne tolérance du vaccin. La cinétique
d' apparition des anticorps est rapide : en ELISA, on detecte des immuno-

globulines des la deuxieme semaine, avec essentiellement des IgG.

La majorite des sujets, environ 80 %, possedent de hauts titres en anti-
corps qui se maintiennent pendant 2 a 3 semaines, puis baissent avec une
demi-vie de 28 jours.

Les taux d'anticorps obtenus dependent de la dose de FSV-1 injectée. De
plus, les titres atteints apres injection de la dose maximale de FSV-1,

sont comparables aux taux le plus eleves chez les sujets vivant en zone
d' endemie palustre.

I1 n'y a pas de correlation entre les titres anticorps detectés en ELISA,
et les resultats de la C.S5.P. réaction ou de 1'1.S.I., ni d'ailleurs entre
1'intensite des tests de prolifération lymphocytaire et le taux d'anti-
corps decelés ou la dose de FSV-1 injectee.

(inquante semaines apres la premliere Injection de FSV-1, 6 parmi les 15
volontaires regoivent une 4eme injection de vaccin. I[ls sont ensuite
exposés aux piqures d'anophéles infestés avec des sporozoites de

P. falciparum. La protection de ces 6 sujets est corrélée avec le niveau

des anticorps, mais seul le patient ayant les titres les plus eleves ne
developpera pas de parasitémie détectable.

Fait important, on a pu remarquer ici que 1'injection de sporozoites par
voie naturelle n'augmentait pas les titres en anticorps specifiques. De
plus, le test de proliferation des lymphacytes vis-a-vis de R, LR
acquiert une évolution parallele aux taux des anticorps antisporozoites.
Cela permet aux auteurs de penser qu'un épitope T serait present dans la
région de repétition de la CSP de P. falciparum mais ne ferait pas partie
de FSV-1.
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Au vu de ces reésultats, il semble donc qu'ici aussi, la protection confé-
ree soit dépendante du titre en anticorps. La discordance entre la stimu-
lation de 1' immunité humorale et 1'immunité a médiation cellulaire, indi-
que qu' il reste a trouver un ou plusieurs epitopes T pour augmenter non
seulement la reponse des B lymphocytes, mais aussi afin de mettre en jeu
les effecteurs cellulaires dans la protection antisporozoite. La stimula-
tion de tels epitopes présents sur le parasite permettrait un renforcement

de la protection en situation d'infestation naturelle.

- Deuxieme tentative (Herrington et coll 1987)

Pour sa part, Herrington choisit un peptide synthétique qu'il injecte a 35
volontaires dans un protocole en double aveugle, en 3 injections, distan-
tes d'un mois.

Le peptide utilise est (NANP)3 1'épitope immunodominant de la CSP de

P. falciparum selon la formule (Acetyl-cysteine (NANP) 5 OH) couplé a une
proteine porteuse, le toxoide tétanique et injecte en presence d'adjuvant,

1'hydroxyde d'aluminium.

Les anticorps sont testes en ELISA vis-a-vis de NANP et en IFI vis-a-vis

de sporozoites de P. falciparum

De meme que pour FSV - 1, le vaccin est ici bien tolére. Les titres en
anticorps. dépendent de la dose injectée mais n'augmentent pas avec les

rappels. Ces anticorps détectés n'on pas donné de positivité dans la

\.[.5.P. réaction.

Tous les tests de proliferation lymphocytaires effectués avec les lympho-
cytes périphériques des sujets sont restés négatifs vis-a-vis de

(NANP) ; et (NANP)50, ce qui suggere 1'absence d'épitope T au sein de
(NANP) 5
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Afin de reproduire les conditions naturelles de 1'infection, trois
sujets parmi ceux ayant le plus haut titre anticorps, sont exposés aux
piqﬁres d' anopheles infestes par P. falciparum.

La difference entre le délai d' apparition de la parasitemie du groupe
vaccine et du groupe contdle (non vacciné) est significative. Cependant,
un seul parmi les trois volontaires, ne developpera jamais de parasitemie
détectable, jusqu'a 29 jours aprés les pigires d'anopheles (date de fin de
1' expérience).

Cet essai de vaccination effectue chez 1'homme, quoique decevant, conduit
a s' interroger devant la faible reponse anticorps obtenue. Les auteurs se
demandent la veritable portée de la formulation du vaccin, peptide et
protéine porteuse, sur la mise en jeu de 1'immunite. Qu'en est-il de
1'effet "carrier specifique", deja evoque dans de precedents chapitres, et
de la restriction de la reponse T par le complexe majeur d'histocompati-
bilite (systeme HLA), phénoméne décrit par ailleurs chez la souris (Good
et coll 1986, Del Guidice et coll 1986).

- Troisieme tentative (Etlinger et coll 1988)

Permettant d'étendre les resultats d'Herrington, Etlinger teste chez 11
volontaires, un peptide couplé au toxaide tetanique a peu pres identique a
celui utilise par 1'equipe précedente, injecté en présence d'Al(OH)3. Les
anticorps sont detectes en ELISA, I.F.I., immunoblotting et des tests de

prolifération lymphocytaires sont également réaliseés.

Une bonne tolérance est observée chez tous les volontaires. Le vaccin
entraine la prodution d'anticorps anti (NANP)3 chez 7 sur 11 volontaires
(ELISA), des anticorps antisporozoites chez 6 sur 11 volontaires (IFI), et

des anticorps anti C.S.P. de P. falciparum chez 7 sur 11 volontaires

(immunoblot). Cependant, jamais on n'atteint des titres comparables a ceux

des sujets vivant en pays d'endemie palustre.
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De plus, les titres des anticorps antipeptides n'augmentent qu'apres de
multiples injections.

Autre fait remarquable, apres la seconde injection, la reponse IgM per-
siste alors qu' il n'y a pas de difference significative dans les taux
d'anticorps (antipeptide ou antisporozoites) entre la premiere injection
et la deuxieme injection. Ce phénoméne a déja été observé sur des modeles
animaux par plusieurs equipes, cela correspondant a un effet de suppres-
sion "carrier specifique" avec production d'une réponse IgM contre le
peptide conjugue a la proteine porteuse, et une diminution globale de la
reponse IgG (Schutze et coll 1987). Le probleme est de savoir si un sujet
ayant eté prealablement exposé a la molécule porteuse utilisée dans le
vaccin antisporozoite sera ou non victime de la suppression de la réponse
au peptide par la proteine porteuse, ou si, comme le montre certaines
etudes chez la souris (Herzenberg et coll 1982) un nombre élevé de rappels
pourrait gommer cet effet.

Enfin, les tests de proliferation lymphocytaire sont décevants : les
reponses vis-a-vis de (NANP) 3 ou (NANP), 4 sont de courte duree, et de
faible amplitude par rapport a celles que 1'on peut observer avec d'autres

antigenes.

En consequence, les auteurs en concluent eux- aussi, que (NANP)3 n'est pas
un bon epltope T. On peut remarquer cependant que les rares clones de

lymphocytes a prolifeérer sont de phenotype o4t (c'est-a-dire qu' ils por-
tent 1'antigene reconnu par les anticorps monoclonaux du "Cluster of dif-

ferenciation (D 4") comme tous les T helpers.

A la suite de ces trois expériences de vaccination antisporozoites chez
1'homme, il est clair que la recherche s'oriente désormais sur 1'identi-
fication d'un ou plusieurs épitopes T, puisqu'il s'avere que 1'epitope

immunodominant de la (SP de P. falciparum n'est pas un bon épitope T.

Quelques equipes se penchent déja sur le sujet comme nous allons le voir a
present @
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6. A la recherche d'epitopes T

La nécessite de trouver des epitopes T s'exerce a deux niveaux. Le premier
pour la stimulation des CD4+, ou T helpers, intervenants pour le renfor-
cement de la production des anticorps par les lymphocytes B, le second
pour la stimulation des CD8*, ou lymphocytes cytotoxiques, effecteurs
cellulaires directs ou indirects par 1'intermédiaire des lymphokines.

On sait de fagon génerale, que la réponse T est restreinte par le CMH
(complexe majeur d'histocompatibilité appelé systéme HLA chez 1'homme).

Autrement dit, les lymphocytes ne reconnaissent un antigene qu'en asso-
ciation avec les produits de classe I (CD8*) ou de classe II (CD4*), Mais

qu'en est-il de la réponse a la stimulation palustre ?

Des etudes ont demontré, chez la souris, que la réponse humorale au pep-
tide synthetique (NANP) ;o ne s'opére qu'en présence de 1'alléle b de la
région I-A du CMH murin (= systeéme H2) (Del Guidice et coll 1986). Les
mémes resultats ont été obtenus avec (NANP)6 pour Good (1986).

Cependant, chez les souris non répondeuses, dans 1'etude de Del Guidice
(1986), on obtient quand meme une réponse anticorps en utilisant 1' ad ju-
vant complet de Freund (ACF). Cela suggere que 1'obtention de taux eleves
d' anticorps, necessite s

- la présence d'un epitope T aussi peu restreint que possible par les

genes de la réponse immune pour que le nombre de repondeurs soit maxi-
mal,

ou
- la presence de plusieurs épitopes T restreints différemment par le

C. M. H. pour augmenter les chances de vacciner tout le monde.

Quoiqu' il en soit, on ignore dans quelle mesure 1'homme est soumis aux
mémes degrés de restriction syngénique que la souris, mais il est établi
qu'en pays d'endémie palustre, les taux d'anticorps antisporozoites

varient d'un sujet a 1'autre a 1' intérieur d'une méme classe d'age (Good
et coll 1988).
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- Identification d'epitopes T efficaces chez 1'homme
(cf figure 10)

L'équipe de Good (1987) a mis en évidence un épitope T situé en dehors de
la région de répetition, dont il a testé 1'efficacité chez la souris en le
couplant au peptide synthétique (NP(NANP)SNA). I1 obtient de hauts titres

en anticorps specifiques chez des souris qui ne répondent pas a 1'injec-

tion de NP(NANP)SNA emulsionne dans 1'ACF. I1 souligne qu'il existe un
nombre restreint d'eépitopes T immunodominants reconnus par les T helpers.

L'épitope T qu'il met en évidence, appelé Th2R, situé de 1'acide amine 326
a 343, fait partie de la région de la (SP sujette a des variations anti-
génlques. Th2R stimule les T helpers mais ne semble pas activer les lym-
phocytes cytotoxiques.

Dans une autre étude, la méme équipe de Good (1988) isole trois peptides
identifiés comme trois épitopes T immunodominants grace a un travail sur
des sujets d'Afrique de 1'QOuest (Gambie). Tous les trois sont egalement
situés dans des régions de variation antigénique de la (SP de

P. falciparum. Parmi eux on reconnatt Th2R, décrit precedemment.

Good ne précise pas le phénotype des lymphocytes T reconnaissant des epi-
topes T identifies mais Kumar (1988) démontre sur modele murin, qu'il

n'existe qu'un epitope T présent sur la (SP de P. falciparum capable de

stimuler les lymphocytes cytotoxiques CD8%. De plus cet epitope se situe
dans une région variable (AA 368 a 390).

Mais 1'espoir renalt avec Sinigalia (1988) qui décrit un épitope T, situé

dans une région constante de 1la CSP de P. falciparum: CS.7T3.

Des etudes sont en cours pour determiner le niveau de la restriction
génetique concernant cet épitope T.
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- La stimulation artificielle des T lymphocytes : quel risque

Une équipe s'est récemment intéressée aux facteurs impliqués dans
1' immunopathogénicite, source d'anémie, thrombopénie, glomérulonéphrite ou

syndrome cerebral para paludéen sur modele murin.

Ils relient la presence de cellules T(L3T4+) au neuro paludisme et a la
thrombopenie. Aussi, la question est de savoir, a condition que cette
etude soit transposable & 1'homme, ce que 1'on doit penser d'un vaccin,
contenant des epitopes T, si la stimulation de lymphocytes T peut accroi-
tre les phenomenes immunopathologiques avec un resultats Inverse de celui
escompte ? (Grau et coll 1987).

7 - Conclusion

Bien que 1'on ne dispose pas encore du vaccin antisporozoite, la somme des
connaissances acquises a ce sujet ces dernieres années est considérable.

I1 est maintenant bien clair qu'un tel vaccin doit mettre en jeu 1' immu-
nite humorale et cellulaire.

I1 contiendra au moins 1'epitope B immunodominant de la CSP de

P. falciparum (NANP) couple a une protéine porteuse et associé a un ou
plusieurs epitopes T.

Le probleme actuel est de savoir si 1'on trouvera un ou plusieurs épitopes
T, qui soit a la fois d'origine parasitaire, aussi peut restreint que
possible par le (MH, stimulant les (D4* et les (D8* et situé en dehors des
régions cibles des variations antigéniques, pour permettre son utilisation
a 1'eéchelle mondiale.

Le defi est grand pour un enjeu qui 1'est encore davantage.
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IT - 2.2.2. La vaccination contre le stade erythrocytaire asexue

Le stade erythrocytaire asexué presente une complexité antigenique plus
grande que celle du sporozoite. Aussi de tres nombreux antigenes ont-ils
été étudiés afin de déterminer les peptides protecteurs.

Cependant, il faut rappeler que, contrairement au vaccin antisporozoite,
ce vaccin ne cherche pas a etablir une immunite complete mais un etat

comparable a la premunition des adultes vivant en pays endémique.

Neanmoins, contrairement a la vaccination contre le stade sporozoite, la

vaccination contre les stades sanguins de P. falciparum presente un reel

danger. En effet, dans le cas précis de P. falciparum, les schizontes sont

sequestrés dans les capillaires sanguins et n'apparaissent pas dans le
sang periphérique. Aussi, la parasitémie détectée ne tient pas compte du
fait que, apres maturation, les trophozoites transformés en schizontes
quittent le sang periphérique d'ou une raréfaction des parasites. Aussi,
il est bien difficile, a ce moment-la de savoir si cette diminution de la
parasitemie traduit 1'effet d'une réponse immune ou la conséquence de la
schizogonie avec le risque alors d'une remontée rapide de la parasitémie
48 heures apres. Aussi, les critéres définis pour 1'instauration d'un

traitement antimalarique palliatif sont-ils difficiles a etablir dans ce
contexte.

1. Présentation

La plupart des antigenes des stades érythrocytaires asexués sont décrits
en surface du mérozoite, mais les hématies parasitées expriment également
des antigenes d'origine plasmodiale au niveau de la membrane érythrocy-
taire. En effet, 1'invasion survie du développement du parasite dans
1'hematie s' accompagne de nombreux changements au niveau morphologique

fonctionnel et antigenique, a la surface du globule rouge.
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Le mérozoite présente a 1'un de ses pbles une structure invasive lui per-
mettant de franchir la membrane erythrocytaire. Cette structure appelee
"complexe apical", est constituee de plusieurs eléments ou organelles :
une membrane trilamellaire, le cytosquelette constitue de microtubules et
le complexe rhoptrie-microneme. Les rhoptries sont des organelles en forme
d' amphore, limiteées par une membrane et opaque aux électrons. Les micro-
nemes constituent un autre type d'organelle : plus nombreux que les preé-
cédentes, ils constituent plus d'un tiers antérieur du parasite et sont

relies aux rhoptries au niveau de la zone apicale.

Lors de sa penétration le mérozoite dépose en surface du globule rouge une
proteine de poids moléculaire 155 KD située dans les micronemes. Une par-
tie de cette proteine s' insére dans la membrane érythrocytaire, tandis que
le reste est relargue dans le plasma.

De nombreux autres antigenes s' inserent dans la membrane globulaire,
libérés par les stades plus matures : trophozoites et schizontes. A la
différence des antigenes du mérozoite, les autres antigénes eérythrocytai-

res sont exposes plus longuement au systeme immunitaire, facilitant ainsi
son action.

Comme pour la vaccination antisporozoite, les antigenes protecteurs ont
eté recherchés grace aux anticorps : car on sait depuis des années que le
transfert passif d'immunoglobulines au cours de la grossesse confere une
protection aux enfants pendant les premiers mois de la vie sans pour
autant empecher leur impaludation.

Plusieurs appproches ont eté tentées pour étudier cet effet s

- L'inhibition, par les sera immuns ou les anticorps monoclonaux, de la
croissance du parasite en culture sur erythrocytes humains en sachant
toutefois qu' il existe des sera non protecteurs, et que la concordance

des résultats observés in vitro et in vive n'est pas toujours evidente.
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- La phagocytose des hématies parasitees. Mercereau - Puyjalon rapporte,
en 1987,une eétude de J.C. Michel montrant que les sera protecteurs in
vivo sont tous capables de promouvoir la phagocytose des hématies para-
sitees alors que les sera non protecteurs ne le sont pas. D' ou 1' hypo-

these de la présence d' antigenes protecteurs en surface des hematies.

2. Identification des antigenes protecteurs :

- Par les anticorps monoclonaux

('est bien sir P. falciparum, la cible de la plupart des travaux.

Depuis Trager et Jensen en 1976, le développement des cultures cellulaires
permet d'etudier 1'inhibition du developpement parasitaire par les anti-
corps monoclonaux. Ces derniers sont en général diriges contre des anti-

genes situes en surface du parasite, merozoite ou schizonte.

Les principaux antigénes étudiés par cette méthode sont des protéines de
poids moléculaire : 41 KD, 76 KD, 14D KD, 190 KD. Ils sont tous synthéti-

ses au stade schizonte, et s'associent ensuite a la membrane du parasite.

Le peptide 190 KD, dont le poids moleculaire varie selon les laboratoires
de 185 a 200 KD, est le plus étudié : il correspond a la protéine princi-
pale de la surface du schizonte. Il subit des modifications au cours de la
formation des merozottes donnant naissance a des antigénes de poids molé-
culaire plus faible, dont certains restent en surface des mérozoites alors
que d'autres sont eliminés. Les trois principales protéines présentes a la
surface du mérozoite, derivés du peptide 190 KD sont les peptides de poids
moléculaire 83 KD, 42 KD et 19 KD.
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Suite a de nombreux travaux, Holder (1985) clome le gene de la P195 puis
en décrit la structure nucléotidique. Ce peptide P 195 présente, preés de
1'extremite N terminale, une région contenant des repetitions de deux
tripeptides. La comparaison de differents clones issus d'un meme isolat

de P. falciparum montre des variations au sein de ces repetitions.

Cependant, la P 195, malgre un polymorphisme accentue, présente des
régions assez conservées a travers des souches d'origine gsographiques
differentes. Cela a notamment été montré dans 1'étude de Schwartz (1986)
portant sur une souche d'Afrique de 1'Est (souche Wellcome) et un isolat
thatlandais isole a 12 ans d'écart. I1 est a noter que la partie C termi-
nale du fragment de 42 KD, est particulierement bien conservee dans les
clones étudiés par Schwartz. Il semble que ce soit en relation avec les
propriétes fonctionnnelles de la protéine qui pourrait avoir un role dans
1' attachement du merozoite a 1'hematie.

- Par la recherche des proteines du mérozoite nécessaire

a sa penetration dans 1'hématie

L'équipe de Perlmann en 1984, a identifié une protéine de poids molécu-
laire 155 KD (Pf 155), située dans les micronemes du mérozoite, et déver-
sée en surface de 1'hématie lors de 1' invasion. Une partie de la protéine
s'insere dans la membrane erythrocytaire tandis que 1'autre partie est
relarguée dans le plasma. Les auteurs ont établi une corrélation entre la
presence d'anticorps anti Pf 155 et la protection chez 1'homme : leur taux
est faible chez les enfants et eleve chez les adultes.

Deloron (1987) confirme ces résultats dans une etude sur 230 sujets clas-
sés, non pas d'aprés leur age, mais d'apres leurs antécedents d' infection
palustre. L'évaluation des titres anticorps est réalisée a travers les
mémes tests (IFI, CELL ELISA = ELISA avec globules rouges infestés utili-
sés comme antigenes) qu'utilise Perlmann. Ceci assure a la Pf 155 un role

indéniable dans la protection contre les stades sanguins.
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D'autres auteurs ont obtenu, grace a des techniques de recombinaison
genétique, 1'expression de protéines parasitaires dans E. coli (Coppel et
coll 1984). Ils ont selectionne les clones grace aux sera Immuns humains.
Ainsi, ils isolent un clone contenant des séquences codant pour le poly-
peptide parasitaire correspondant a celui de Perlmann (Pf 155). Cet anti-
gene est nommé RESA : Ring-infected Erythrocyte Surface Antigen : en
effet, des marquages en immunofluorescence indirecte montrent que le RESA
est présent essentiellement a la surface d'hématies parasitées par des
trophozottes jeunes, 1'intensite de la fluorescence etant bien plus faible
pour les hématies abritant des formes plus matdres. (et antigene est pre-
sent dans plusieurs isolats d'origine geographique diverse, suggerant sa

relative constance au sein des differentes souches.

La détermination de la séquence nucléotidique a révélé la présence de deux
séquences répetitives. L'une, correspondant a 1'extremité C terminale (en
3'), est constituee de repetitions de 8 AA (Glu-Glu-Asn-Val-Glu-His
Asp-Ala) suivie par des repetitions de 4 AA (Glu-Glu-Asn-Val) et de 3 AA
(Glu-Glu-Val), le bloc N terminal (en 5') contenant une série de répéti-
tions imparfaites d'un motif de 11 AA (Asp-Asp~Glu-His-Val-Glu-Glu-
Pro-Thr-Val-Ala) (His = histidine - Thr : thréonine),

D'autre part, il semble que le dépot du RESA en surface de 1'hématie rende
celle-ci sensible au systeme immunitaire. En effet, une réponse immune
anti RESA pourrait interférer avec 1'invasion du merozoite ou la lyse
prématurée des hématies récemment infectées, ce qui suggere une importance
fonctionnelle de cet antigene.

L' equipe de Perlmann confirme, en 1987, a travers des souches de

P. falciparum cultivees dans différents laboratoires ou isolées chez des

sujets vivant dans differents pays d'endemie palustre, 1'absence de
diversité antigénique de la Pf 155. De plus, celle-ci semble etre 1'anti-
gene majeur exposé a la surface de 1'hématie par le parasite puisque la
majorite des anticorps des sera immuns sont diriges contre cette protéine.
La constatation de 1'absence de diversite antigenique laisse entrevoir la

possibilite de 1' integrer dans un vaccin.
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- Par des sera hyperimmuns de sujets vivant en region

endemique

On a cherché a mettre en évidence les eépitopes immunodominants reconnus
par les sera de sujets hyperimmuns des regions endemiques. Ce genre
d'analyse a permis de montrer que les populations immunes ont des anti-
corps diriges contre les memes antigénes que les sujets non immuns, mais
en quantite bien plus elevée (Deloron et coll 1987).

Cependant, 1'etude de Berzins (1986) a permis de montrer la présence
d' anticorps reagissant en DOT-BLOT-ELISA) avec un octapeptide de la Pf 155
dans les sera de sujets vivant en pays d'endémie palustre (Liberia et
Colombie). Ces anticorps constituent une fraction significative des anti-
corps diriges contre la Pf 155. Cela suggére un role d'épitope immunodo-
minant pour ce peptide compose comme suit
Glu-Glu-Asn-Val-Glu-His-Asp-Ala.

Aussi, les auteurs ont cherche a mettre en évidence le role de cet anti-
gene dans le processus d' invasion des merozoites. Ils utilisent le test
d' inhibition de 1'invasion des mérozoites dans les hématies et montrent
que la fraction des anticorps specifiquement diriges contre cet octapep-
tide, inhibe a un degré plus élevé que le reste des anticorps anti-Pf 155,
1'invasion des merozoites. Ainsi, celui-ci pourrait jouer un role majeur
dans le processus d'invasion des hematies et constituer le support privi-
legie d'un vaccin. Cependant, i1 faut nuancer 1'effet observé dans ce test
in vitro d'avec la realite biologique. De plus les anticorps ne sont peut

etre pas les seuls, 13 encore, a agir In vivo comme le suggérent Collins
(1986).
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- Par les anticorps protecteurs chez un modele experimental

utilisant les primates

Des souches de P. falciparum asiatiques et africaines ont ete adaptees au

singe écureuil (Saimiri sciureus). Cet animal présente 1'avantage de
developper une cinétique d'apparition des anticorps identique a celle
observée dans les primo-infections humaines. Ces préparations d' IgG issues

de singes resistant a 1'infection montrent un pouvoir protecteur puissant.
Grace a 1'analyse immunochimique, on a pu mettre en évidence les polypep-
tides reconnus par ces sera protecteurs, ce qui a permis d' isoler plu-
sieurs antigenes définis par leur poids moléculaire : 41, 71, 72, 76, 90
et 96-100 KD (Dubois et coll 1988).

Une fois caractérisés, i1 ne reste plus qu'a les synthétiser par voie
chimique ou recombinaison genétique puis les tester dans un modele animal

avant d'en faire 1'essai sur 1'homme.

3. Vaccination contre les formes erythrocytaires asexués chez

des modeles animaux

- Vaccination contre P. Yoelli chez la souris

Les premiers succes ont ete obtenus chez la souris par Holder et Freeman
(1981) avec des protéines parasitaires purifiées de P. yoelii, de poids
moléculaire 230-235 KD homologue de la protéine de P. falciparum de poids
moléculaire 185-200 KD, présente sur les mérozoites et schizontes.
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- Vaccination contre P. falciparum chez les primates avec

des polypeptides purifies

Ultime etape avant d'aborder les essais chez 1' homme, les primates ont
fait 1'objet d'essais d'immunisation avec des proteines parasitaires
purifiées. Les fractions purifiées de différents poids moléculaires se
sont révelées tres immunogénes chez les primates et 1' innoculation
d' epreuve, realisée avec des globules rouges parasités de la souche homo-

logue, a revele un tres bon niveau de protection.

Ainsi, des singes ecureuils immunisés avec la fraction peptidique de 75 KD

issue d'une souche de P. falciparum, offrent un haut degre de protection

face a 1' inoculation de parasites virulents homologues. Tous les singes
vaccinés ont présenté dans leur sérum des anticorps dirigés contre deux
peptides de 90 et 72 KD qui sont ainsi relies a 1'etablissement de la
protection. D'autre part, les auteurs ont cherche a savoir si ces deux
candidats au vaccin étaient 1'objet de variations antigéniques a travers
différents isolats, ce qui rendrait, dans 1'affirmative, leur candidature
caduque. I1 s'avere que les deux polypeptides Mr 90 KD et Mr 72 KD (Mr
pour "Merozoftes") ont une structure constante au sein d' isolat de diver-
ses regions endémiques (Afrique de 1'Est, Amérique du Sud, Asie du Sud
Est) (Jendoubi et Pereira 1987).

Parallelement, des résultats tres encourageants ont été obtenus lors
d' immunisations de singes ecureuil avec des peptides purifies de 140 a 200
KD. Les singes ont presenté des reponses anticorps homogenes et precises
contre ces polypeptides ; de plus, 1'inoculation d'épreuve a entrainé une

protection partielle vis-a-vis d'une souche hérérologue de P. falciparum.

Cependant, des resultats encore plus satisfaisants ont été obtenus avec le
polypeptide purifie de 41 KD (Perrin et coll 1984).
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D'autres auteurs ont comparé chez le singe Aotus 1'immunogenicite de la
protéine 185-200 KD, de ses fractions protéiques dérivées ainsi que
1'association protéine 185-200 avec des protéines présentes sur les rhop-
tries. Tous les essais ont e¢té realises en presence d'adjuvant complet de
Freund. I1 s'avere que seule la proteine 185-200 KD entraine chez les
singes Aotus une protection complete vis-a-vis d'une souche homologue. Or,
ce resulat tres positif differe des rapports de la littérature dans les-
quels, neanmoins, 1'inoculation d'épreuve est réalisée avec une souche
homologue. Cela suggere un polymorphisme antigenique au sein de cette
proteine 185-200 K (Siddiqui et coll 1987).

Mac Bride, qui a travaille sur 37 souches de P. falciparum issues de

diverses régions endémiques a précisé que le répertoire de la diversité
antigenique est limite. Ainsi, un recombinant multivalent pourrait con-
tourner le probleme de polymorphisme antigénique dans la protéine

185-200 KD (Mac Bride et coll 1985).

- Vaccination avec des peptides synthetiques ou

recombinants

Richman et Reese (1988) ont étudie la P 75, fraction protéique issue de la
P 185-200, pour en rechercher le ou les épitopes immunodominnants. Ils ont
synthétisé trois peptides dérivés de la P 75 pour immuniser des lapins, en
presence d'adjuvant complet de Freund. Deux peptides de 13 et 19 residus
ont été utilisés apres couplage a une protéine porteuse, tandis gu'un
dimere de 28 residus, donc plus long que les deux précedents peptides, a

ete injectéee sans couplage.

Les meilleurs résultats sont obtenus avec le dimere qui engendre de hauts
titres IgM et IgG en ELISA.
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Cette etude a permis également de préciser que les taux d'anticorps obte-
nus par Immunisation experimentale peuvent varier selon des facteurs
extérieurs a 1'eépitope lui-méme, tels que la nature de la protéine por-
teuse, de 1'agent de couplage et des rapports dans les doses utilisees, ou

encore la purete de la proteine porteuse.

I1 faut noter cependant qu'une autre etude precedemment citee (Siddiqui et
coll 1987) discute les proprietés immunogenes de la P 75 et ne la consi-
dere pas comme un fragment protéique deérivé de la P 185-200. De plus,
puisque les singes Aotus protéges apres une immunisation expérimentale ne
possedent pas tous des anticorps anti P 75, les auteurs ne lui reconnais-

sent pas un role Important dans la protection contre les stades sanguins
asexues.

Chez les primates, les essais d' immunisation avec des peptides syntheti-

ques ou recombinants ont ete réalises avec deux types de molécules :

Le premier correspond a tout ou partie de la proteine majeure de la sur-
face du schizonte de P. falciparum, de poids moleculaire 185-200 KD.

Cheung en 1986, utilise la technique de recombinaison génétique dans

E. coli pour produire cette proteine. De plus differents peptides dériveés
sont obtenus par synthese chimique. Des expériences d' immunisation de
lapins en présence d'adjuvant complet de Freund, montrent que les peptides
synthetiques sont moins immunogénes que la protéine native 185-200 KD, et
1'expliquent par une difference conformationnelle, puisque les peptides ne

reproduisent pas la meme structure spatiale que la protéine native.

Confirmant d'autres etudes, les auteurs constatent une diversité antigé-
nique de la proteine native, qui porte essentiellement sur les sequences
répetitives présentes dans la P 185-200 et la P 83, principale protéine
issue du clivage de la precédente et exprimée en surface des mérozoites.
Cette constatation a pour support 1'analyse de la reactivité des anti sera
des lapins avec les peptides de differents isolats et clones de

P. falciparum.
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Enfin, les essais d' immunisation de singes écureuils avec les differents

peptides synthetiques sont assez décevants pour n'engendrer que des titres
anticorps relativement bas. Cependant, trois, sur les quatre singes
testes, contrdlent leur parasitémie 22 jours apres 1'inoculation

d' epreuve, sans aucune chimiothérapie.

L'equipe de Patarroyo, en 1987, synthetise 18 peptides, correspondant a
différents fragments de protéines parasitaires présentes sur les mérozoi-
tes et les stades sanguins plus matures de P. falciparum (schizontes) de
poids moléculaire 155 KD, 83 KD, 55 et 35 KD.

La protéine de 155 KD correspond a Pf 155, tandis que celle de 83 KD est
issue du clivage de la P 195.

Le pouvoir immunogene de ces 18 peptides est testé sur des singes Aotus

trivirgatus apres couplage a la sérum albumine bovine et en presence

d' ACF. Aucune préparation vaccinale n' engendre de protection complete
apres 1' inoculation d'épreuve realisée avec des parasites infectieux de

P. falciparum (les auteurs ne précisent pas si 1'inoculation d'épreuve est

réalisée avec une souche homologue ou hétérologue de celle choisie comme
modele pour la synthése des 18 peptides.)

Par contre une association de trois peptides, introduits selon le meme
protocole que précedemment pour les 18 peptides, entraine une meilleure
protection chez les singes que toutes celles obtenues avec les 18 peptides
testés isolement. Ces trois peptides (SPf 55.1, SPf 35.1, SPf 83.1) (cor-
respondant a la partie N terminale des protéines de 55, 35, et 83 KD
respectivement) entrainent 1' apparition, chez les singes, de titres anti-

corps plus elevés que les peptides isolement testés (titres mesurés en
DOT-BLOT-ELISA et IFI).

Les resultats sont les suivants @ trois, sur les six singes immunises avec
le mélange des trois peptides, développeront des signes cliniques a minima
avec une parasitemie maximale égale a 5 % dont 1'apparition est retardee
par rapport aux groupe controle face a 1' inoculation d' épreuve. Les trois

autres n'auront aucun signe clinique et une parasitémie indétectable,

trois mois encore apres 1'infestation.
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Dans cette étude, on note 1'absence de correlation entre le titre anti-
corps et la protection conférée, ce qui pourrait suggerer 1'intervention
d' autres mécanismes plus complexes que les seuls anticorps. Aucune inter-

pretation n'est donnée par les auteurs a ce sujet.

Le deuxieme type de molécule dont le pouvoir immunogéne est testé chez les
singes est le RESA (Ring-infected Erytrocyte Surface Antigen).

L'équipe de Collins teste le pouvoir immunogene de protéines recombinantes
contenant des fragments de RESA chez les singes Aotus en preésence d' ACF.
Les sera sont testés en IFI vis-a-vis du RESA et en ELISA vis-a-vis des
quatre peptides utilises, tandis que 1'inoculation d'épreuve est réalisée
avec une souche hetérologue de P. falciparum (Collins et coll 1986).

Quatre groupes sont definis :

Le groupe I regoit 1'antigene 28
Le groupe II regoit 1'antigene 632
Le groupe III regoit 1'antigene 631 + 633

Le groupe IV = groupe controle

Sur les 14 singes immunises, seuls 9 sont protegés. Tous les singes pro-
téges, ont de hauts titres en anticorps de méme spécificité que le peptide
immunisant. Cependant, seuls les sera du groupe I c'est-a-dire des singes
ayant regu le peptide de la region 3' (C terminale), reagissent en immu-

nofluorescence vis-a-vis du RESA, a des titres plus ou moins élevés.

Cette etude ne permet pas de definir un peptide protecteur puisque tous
les peptides, ou méelanges de peptides, sont capables d'entrainer une pro-
tection partielle sans qu'aucun n'entraine de protection complete a 100 %,

c' est-a-dire, chez tous les singes du groupe testé
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Berzins a choisi d'etudier pour sa part, la partie C terminale de la

Pf 155, et notamment 1'octapeptide Glu-Glu-Asn-Val-Glu-His-Asp-Ala qu' il
synthétise pour ensuite le coupler a une protéine porteuse et immuniser
des lapins en presence d'ACF (Berzins et coll 1986).

Le role immunogene de 1'octapeptide est démontré chez les lapins qui
developpent des anticorps anti-octapeptide réagissant aussi avec la pro-
teine native, la Pf 155.

Autre équipe a s'etre intéressée a la partie C terminale de la Pf 155,
Aslund et coll (1987) obtiennent une proteine contenant 4 fois le meme
octapeptide que précedemment par recombinaison génétique dans E. coli.
Cette proteine est injectée avec ou sans ACF a des lapins dont les sera
sont ensuite etudiés. Les anticorps des lapins, testés en ELISA, IFI et
immunoblot, reagissent avec 1'octapeptide synthetique et les extraits de

mérozoites de P. falciparum. De plus, ces anticorps inhibent la réinvasion

des mérozoites de la méme espéce (in vitro) et ceci de fagon bien plus
intense quand on enrichit les sera avec les fractions IgG (issues de ces
memes sera), elues a partir d'extraits de merozoites et donc specifiques

de P. falciparum. Enfin, si 1'on analyse en immunoblotting des extraits de

mérozoites de P. falciparum avec les sera des lapins immunisés, seul le
polypeptide de poids moléculaire 155 KD est reconnu. Donc les anticorps
obtenus sont hautement spécifiques de la Pf 155 dont on a vu plus haut la

corrélation entre la présence d'anticorps dirigés contre elle et la pro-
tection conférée chez 1'homme vis-a-vis des stades sanguins (Perlmann et
coll 1987).

Cette expérience offre une alternative a la synthése peptidique, et évite

1'utilisation d'une proteine porteuse.

Enfin, au vu de tous ces resultats, il semble que la partie ( terminale de
la Pf 155, soit particulierement immunogene. Peut-etre 1'octapeptide qui
la constitue et qui est decrit plus haut, joue-t-il le role d'epitope
immunodominant, et pourquoi pas, de candidat au vaccin puisqu'il appar-
tient a une region stable de la protéine ?
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4. Vaccination de 1'homme : 1'essai de Patarroyo 1988

L'essai est realise sur 13 volontaires, divisés en 5 groupes. Neuf sujets
regoivent 2 ou 3 injections de deux polymeres synthetiques de haut poids
moléculaire SPf (66)30 et SPFf (105)20, a différentes doses selons les
groupes. Le groupe controle (3 personnes) regoit une solution saline,
tandis que le dernier sujet sert d'hote pour 1'obtention des formes san-
guines asexuees utilisées dans 1'inoculation d'épreuve. Celle-ci est réa-

lisée, selon les groupes, 60 a 80 jours aprés la premiére immunisation.

Pour toutes les injections des peptides, 1'adjuvant utilise est
1' hydroxyde d'aluminium.

Le peptide SPf(66)30 (cf figure 11) est constitue par les trois polypep-
tides testés chez les singes Aotus par Patarroyo (1987) et doues d'un
effet protecteur partiel chez ces primates, en association avec 1'eépitope
B immunodominant de la CSP de P. falciparum : NANP.

Le SPf (105)20 est encore plus heterogene que le precedent. Il est

constitué par 1'association de différents peptides de P. falciparum :

de 1'epitope B immunodominant de la CSP

d'un épitope T de la CSP (décrit par Good en 1987, et appelé Th 2R)
du peptide SPf 83.18, constitutif de la P83

de la région 5' de la Pf 155

I

ces deux derniers peptides etant exprimés par les stades sanguins de
P. falciparum.

Globalement, les polymeres sont bien tolérés : on décrit un seul cas

de rash cutané, controlé par les corticoides et 1'adrénaline.

Les anticorps sont detectés en ELISA vis-a-vis des 2 polyméres synthéti-
ques.
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A Alanine G Glycine M Methionine $ Serine
C Cystéine H Histidine N Asparagine T Thréonine
D Aspartique | lsoleucine P Proline V Valine
E Glutamique K Lysine Q Glutamine W Tryptophane
F Phénylalanine L Leucine R Arginine Y Tyrosine

Figure 11 - Representation schematique des peptides
constitutifs du vaccin de Patarroyo (1988).
(d"apres Langsley 1988).
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Les résultats montrent que le polymére SPf (105)20 n'entraine pas d'effet
protecteur chez les 4 sujets testés. Par contre, 3 sur 5 sujets immunises
avec SPf (66)30, sont capables de controler leur infection a bas bruit,
avec diminution progressive de la parasitemie, dont la plus elevee
atteindra 0,46 % au 9eme jour, et guérison spontanée au 2leme jour apres
1'infection avec une parasitemie nulle.

Aucun anticorps anti-NANP n'a ete detecte en ELISA. Par contre, les sera
de tous les volontaires contiennent des anticorps detectes en IFI contre

les antigenes portés par les mérozoites et les schizontes.

L' immunite cellulaire, explorée par des tests de prolifération des cellu-
les mononuclées, donnent des resultats assez décevants. De plus, il n'y a
pas de correlation avec les titres anticorps détectés, ni avec le niveau
de protection.

En conclusion de cette premiere experience de vaccination contre les sta-
des sanguins chez 1'homme, on peut considérer que la SPf (6€)30 a entraine
une protection partielle chez 1'homme face a 1'inoculation des stades
sanguins de P. falciparum. Cependant, la protection n'est pas complete et
apparemment ne touche pas 1'immunite a mediation cellulaire. De plus
1' introduction d'une partie de 1'epitope immunodominant de la (SP de P.
falcigafum n'entraine pas la synthese d'anticorps anti-NANP, ce a quoi
1'on pouvait peut-etre s'attendre puisqu'il a eéte démontré que seul

(NANP), , avec x ) 3, a des propriétés immunogénes (Zavala et coll 1985).
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I1 a eté bien etabli que le choix des peptides constitutifs d'un vaccin,
doit eviter en tout premier lieu, 1'utilisation de proteines dont on sait
qu' il existe des variants a travers differents isolats : ceci selection-
nerait des populations non immunes ou les variants se multipliraient
librement. Or parmi les proteines utilisees par Patarroyo, Miller rapporte
qu'il y a au moins deux acides amines qui different dans 1'un des peptides
utilises pour le vaccin, en comparaison avec la séquence peptidique d'un

isolat de P. falciparum, decrite par Mackay et coll (Dans Miller @f/uailly
1988).

En conséquence, avant de poursuivre les essais débutés chez 1'homme par
Patarroyo, il semble nécessaire de continuer les tests chez les primates,
afin de trouver la combinaison optimale des peptides conferant la meil-
leure protection. Il parait en effet essentiel, pour la construction d'un
vaccin efficace, d'associer plusieurs peptides originaires des stades

sanguins du fait du nombre e¢levé des antigenes de ces stades.

5. Peptides, enzymes et protection

Dans cette optique, deux peptides de 41 et 76 KD méritent une attention
particuliere. La proteine 41 KD, qui représente une des trois principales
protéines, présente a la surface du mérozoite et la P 76 dont certalns
cependant, discutent le role protecteur (Siddiqui et coll 87) ont un role
potentiel dans le développement de la protection. Perrin montre aussi
1'effet protecteur d'une proteine native des rhoptries de 41 KD chez des
singes ecureuils (Perrin et coll 1985).

Or, il a ete montré récemment que ces deux proteéines sont des enzymes. La
proteine 41 KD est une aldolase, enzyme clé du métabolisme des hydrates de
carbone. D'autre part, la P 76 est une protease. Or, on sait que 1'inva-
sion des hématies par les mérozoites dépend d'une protéase de type

serine-protease dont 1'activation est étroitement régulée (Langsley et
coll 1988).
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I1 apparait donc que 1'invasion des merozoites dans les hematies soit sous
dependance enzymatique. Ainsi, 1'inhibition de 1'action de ces enzymes,
par une voie autre que celle de 1'immunologie ouvre un nouvel axe de

recherche dans la lutte antimalarique.
6. Conclusion

Les stades sanguins asexués sont caracterises par une multitude d'antige-
nes, et le travail des chercheurs pour trouver un peptide immunogene
susceptible d'entrer dans la composition d'un vaccin s'en trouve plus long
et plus ardu.

(ependant, il se degage de tous les travaux effectues jusqu'ici
l'existence de proteines immunogenes et invariantes. On retiendra la P42
fssue du clivage de la P195, qui semble non seulement constante mais aussi
immunogene, et ce, au moins chez les primates : et la Pf 155 (ou RESA)
dont un octapeptide appartenant a la region [ terminale offre 1'espoir
d'un epitope immunodominant.

Enfin, le premier essai sur 1'homme d'un vaccin dirige contre les stades
sanguins asexués, et constitue par un polypeptide de haut poids molécu-
laire évitant 1'utilisation d'une protéine porteuse, méme s'il est déce-
vant dans son resultat final, montre combien d' inconnues restent encore a
éclaircir avant de trouver "la solution miracle". Cette solution passera
peut-etre par 1'inhibition d' enzymes parasitaires, quittant ainsi le
domaine de 1'immunologie.
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I1.2.2.3. La vaccination contre les stades sexues

1. Presentation

A la difference des deux precedents, le vaccin dirige contre les stades
sexues est un vaccin altruiste. En effet, celui-ci n'entrainerait aucune

modification clinique chez 1'homme vacciné, mais participerait a double
titre a une réduction de la transmission du parasite : ‘

- D'une part, en reduisant 1'infestation des anopheles vecteurs, et par
conséquent en diminuant 1'incidence des piqures infestantes chez
1'homme, la baisse du niveau de transmission pourrait entrainer 1'era-

diquation de la maladie dans les zones de faible endemicite.

- D'autre part, ce vaccin constituerait la prolongation de 1'efficacite
d'un vaccin dirige contre les stades sanguins asexués, en inhibant la

transmission des parasites mutants et resistants au vaccin.

On rappelle que les gametocytes males et femelles presents chez 1'homme,
ne sont pas fecondables. Les anophéles au cours de leur repas sanguin,
ingérent, entre autres, les stades sexues, qui sortent des hematies et se
transforment en gamete male (microgamete) et femelle (macrogamete) capa-
bles d'entrer dans le cycle sexue. A ce moment, chez le moustique, les
gamétes extracellulaires deviennent cibles des anticorps antigamétocytes
aspirés en meme temps que les gamétocytes. Les zygotes résultants de la

fecondation vont exprimer de nouveaux antigenes en surface.

Actuellement, les études sur les antigenes cibles de 1' immunite sont moins
avancées que dans la vaccination antisporozoite ou antimérozoite, tant il
est clair que la priorite porte sur un vaccin directement actif sur la
maladie. Cependant, il semble que le repertoire antigenique present sur
les gametes et zygotes soit moins complexe que pour les stades sanguins

asexues, ce qui laisse esperer une avancee plus rapide.
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2. Le pouvoir immunogene des gametes : 1' immunité bloguant

la transmission

Les premieres etudes ont été réalisees sur des modeles animaux. Ainsi,
1'eéquipe de Carter et Chen (1976) a étudié le pouvoir immunogene de pré-

parations de gametes de P. gallinaceum chez les poulets. Les gamétes sont

ssus de poulets infecteés par cette espece, purifiés, puis irradiés par
les rayons ultra-violets. Plusieurs concentrations de gamétes males sont
utilisées et les auteurs obtiennent de 80 a 100 % de réduction de

1'infectivite des Aedes aeqypti, 1'effet variant dans le meme sens que la

dose. L'infectivite est apprehendée apres dissection des moustiques et

décompte des oocystes, sept jours apres piqire des poulets vaccinés.

Les mémes résultats sont obtenus avec des gametes femelles, Indiquant que
male ou femelle, les gamétes expriment les memes antigenes.
Cette experience a permis de montrer le pouvoir immunogene des prépara-

tions de gametes de P. gallinaceum chez les poulets.

D' autres etudes allant dans le meme sens ont eté réaliseées sur des prima-
tes.

Ainsi Gwadz et Koentz (1984) ont immunise des singes Rhesus avec des
microgametes de P. knowlesi émulsionnés dans 1'ad juvant complet de Freund
a différentes concentrations. Les plus fortes concentrations de gametes,
107 (1 injection) et 106 (2 injections), ont entrainé chez les primates
une immunité bloquant la transmission du parasite aux anopheles

(A. dirus).

Cette immunite persiste 6 années chez la plupart des singes non splénec-

tomises : 4/5 bloquent totalement 1'infectivite des gametes, le dernier la
bloque a 80 %
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Au cours de 1'etude, 1'immunite est testée par inoculation de schizontes
infectieux de la meme espece, obtenus in vivo a partir d'un singe Rhésus

infecte par P. Knowlesi. Il apparait que ces inoculations d'épreuve ren-

forcent 1' immunité antigamete chez les singes Immunises. Il reste a savoir
si 1'infection naturelle peut avoir le meme effet chez des individus
immunisés artificiellement (par un vaccin) puisqu' il a été démontré que
des sujets vivant en pays d'endemie a P. falciparum ne developpent pas
d' immunite humorale antigamete (Carter et coll 1979). Cependant, des etu-

des plus recentes démontrent la présence d'anticorps bloquant 1la
transmission de P. vivax chez des sujets vivant en pays d'endemie (Mendis

1987). Les titres en anticorps etant augmentés apres chague réinfestation.

3. Identification des antigenes cibles par les anticorps

monoc lonaux

- Les antigenes des gametes

Les anticorps monoclonaux ont été utilisés pour identifier les antigenes

cibles présents sur les gametes des plasmodies animales et humaines.

Ainsi, 1'equipe de Kaushal (1983) étudie les antigenes des gametes de

P. gallinaceum grace aux anticorps monoclonaux qui entrainent un blocage

de 1'infectivite des Aedes aegypti.

Il apparait que les IgG sont capables d'agir en synergie. Certains
n'agissent qu'en présence de complément pour conduire a la lyse des game-

tes et zygotes avec un blocage total de 1'infectivite.

Ceci suggere, d'une part, le role des anticorps dans 1' immunite antiga-
mete, d'autre part, la reconnaissance de plusieurs épitopes différents du

fait de leur action synergique.

Dans la présente etude, tous les IgG reconnaissent la méme seérie de trois
proteines de poids moléculaire 260, 56 et 54 KD. (elles-ci semblent donc
representer les cibles principales de 1' immunité antigamete pour

P. gallinaceum.
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L'equipe de Harte (1985a) a mis en évidence la présence d'un antigene

majeur, une proteine de 42 KD, sur les gametes de P. yoelii nigeriensis.

L'anticorps monoclonal issu des travaux de cette meme equipe reconnait la
proteine 42 KD et une série de protéines de poids moléculaire 67, 50, 57
et 35 KD proteines purifiées en chromatographie d'affinite a partir de
gametes males de P. yoelii nigeriensis. L'injection de ces antigenes

purifies entraine chez des souris %é%%}g‘la production d'anticorps, qui ne
donnent en Western Blot qu'une seule bande, correspondant a la proteine de
42 KD. Ces anticorps sont specifiques de stade. L' immunisation des souris
entraine le blocage de la transmission de P. yoelii nigerensis aux
moustiques dans des proportions de 85 ¢ a 95 %. Le blocage atteint 99,7 4

si les souris regoivent 2 doses de vaccin et confirme donc qu'une immunite

antigamete peut etre développée sur un modéle expérimental murin.

Les antigenes cibles de 1' immunité antigaméte de P. falciparum ont eté
etudies par Rener et coll en 1983. ('est a partir de culture de
P. falciparum selon la technique d' Ifediba et Vandenberg (1981), que sont

obtenus les gametes. Differents isolats de P. falciparum sont cultives,

Brésil, Libéria, Asie du Sud-Est constituant les trois pays d'origine de
ceux-ci. Les anticorps monoclonaux sont obtenus selon la technique clas-

sique, grace a 1' immunisation de souris BALB/c.

L'association de deux anticorps monoclonaux entraine le blocage de la

transmission de P. falciparum par Anopheles freeborni a 99 %, sans action

du complément, tandis que 1'un des deux anticorps est capable d' entrainer
90 % d' inhibition de la transmission en presence de complément. La sélec-
tion de ces 2 anticorps monoclonaux responsables du blocage de la

transmission, a permis de tester des extraits de gametes de P. falciparum

dans une reaction d' immunoprécipitation afin de déterminer les antigenes
cibles. Cela a abouti a 1'identification de trois protéines de poids
moléculaire 255, 59 et 53 KD ; celles-ci sont presentes au sein des iso-
lats bresilien et africain. Dans des conditions opératoires non réductri-
ces, les poids moleculaires des proteines precipitees par les anticorps
monoclonaux, passent a 235, 49 et 46 KD.
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I1 n'existe pas de réaction croisée avec P. gallinaceum. On peut néanmoins

remarquer la similitude de la taille des antigenes reconnus par les anti-
corps monoclonaux bloquant la transmission pour les deux especes,

P. falciparum et P. gallinaceum. C'est 1'analyse nucleéotidique qui etayera

ou non ces ressemblances.

D' aucuns se sont interesses a la biosynthese de ces antigenes cibles. En
effet, Kumar et coll 1984 etudient la production de trois proteines de
poids moleculaire 260, 59 et 53 KD présentes sur les gametes de P. falci-
parum et cibles des anticorps monoclonaux responsables du blocage de la
transmission (Rener et coll 83).

Les auteurs montrent que ces proteines sont synthetisées au début de la
maturation des gametocytes et sont presentes sur les gametes qui cessent
rapidement de les produire et de les exprimer a leur surface. Ces protei-
nes sont absentes des ookinetes et des stades sanguins asexues ce qui
suggere une spécificité de stade. Enfin, les protéines de faible poids
moléculaire 48/45 KD ne dérivent pas de la protéine 260 KD. Ces résultats
sont confirmes par Vermeulen (1985), qui etudie cependant des protéines
de poids moléculaire sensiblement différent puisqu' il s'agit des peptides
240/230 KD et 48/45 KD. Les differences de taille pourraient s'expliquer
par 1'origine des isolats, ou encore la specificité des anticorps monc-

clonaux selectionnés par les deux equipes.

Les 230 KD et 48/45 KD sont exprimees en surface des macrogametes et non
sur les ookinetes. Cependant leur role diverge selon Vermeulen. Ainsi, les
48/45 KD sont impliqués dans le processus de la fertilisation des macro-
gametes par les microgametes, alors que la 230 KD ne joue surement pas de
role dans la fécondation bien qu'elle fasse partie du complexe moléculaire

précipite par les anticorps monoclonaux a cote de 48/45 KD.




92

La 230 KD n'est pas glycosylée alors que 48/45 KD le sont : la glycosyla-
tion pourrait jouer un role dans 1'immunogénicité de ces protéines.
D'autre part, le doublet 48/45 KD possede des epitopes en commun, la pre-
sence de groupements non chargés, peut-étre un peptide signal permettrait
de les distinguer (Vermeulen 1986). Par ailleurs, on a montrée que ces
protéines ne possédent pas de structure répétitive (Vermeulen et coll
1985). On a pu remarquer en effet que c'etait souvent le cas pour les

antigenes plasmodiaux.

Enfin, tous les epitopes sont sensibles aux conditions reductrices. Cette
propriete empechera la synthése de peptides recombinants dans E. coli si
tous les épitopes immunodominants s'averent etre conformationnels. En
effet, la synthese de peptides dans une bacterie ne permet pas de repro-
duire la forme exacte de la proteine native, avec sa structure tertiaire

ou quaternaire et par ce fait ne reproduit pas les epitopes non lineaires.

- Les antiqénes du zyqgote

De nouveaux antigenes sont exprimes a ce stade.
N'existant pas chez 1'homme, il n'y a pas d'anticorps diriges contre ces

antigenes au cours d'une infection naturelle.

La proteine majeure présente en surface du zygote et de 1'ookinete a un
poids moleculaire de 25 KD. C'est une glycoprotéine synthétisee au debut
de la gametogenese mais a treés faible taux par rapport au niveau
d' expression par le zygote. ('est la cible principale de 1'immunite blo-
quant la transmission. Cette proteine joue un role important dans le
développement de 1'ookinete en oocyste puisque les anticorps anti 25 KD,
bloquent totalement la transmission sans inhiber la formation de 1'ooki-
nete (Vermeulen et coll 1985). Tous les antigénes présents sur le zygote
sont détruits par reduction ce qui suggére que la structure tertiaire est
maintenue par des ponts disulfure. Ainsi tous les epitopes des stades
sexues sont de nature conformationnelle, ce qui complique leur etude
(Vermeulen et coll 1986).
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Recemment 1'équipe de Kaslow (1988) a cloné le gene codant pour la glyco-

protéine 25 KD presente sur les zygotes et ookinétes de P. falciparum.

Cela leur a permis de deduire la sequence peptidique qui consiste en une
séquence signal, N terminale, une séquence C terminale hydrophobe et la
répetition a quatre reprises d'un domaine présentant des homologies avec
le facteur de croissance de 1'epiderme. On pense que cette proteine

(25 KD) pourrait jouer le role de recepteur pour les cellules epitheliales
du moustique a travers lesquelles les zygotes doivent passer pour se

développer dans la paroi de 1'estomac.

I1 semble toutefois difficile d'imaginer 1'utilisation de la proteine
25 KD comme vaccin, puisqu'une telle immunité ne serait pas renforcee au

cours des infections naturelles de 1'homme par P. falciparum.

4. Gametes et variations antiqéniques

Apres avoir deémontre que les anticorps monoclonaux dirigés contre les
principales proteines presentes sur les gametes de P. falciparum,
240-230 KD et 48/45 KD, etaient capables d'entrainer une immunité bloquant

la transmission, il etait neécessaire d'en etudier la constance sur diffe-

rents isolats. Ainsi Graves (1985) etudie la presence de ces protéines sur

des gametes et zygotes de P. falciparum issus de 12 isolats d'origine

géographique différente grace a 3 anticorps monoclonaux produits par Rener
(1983). I1 montre que les deux anticorps monoclonaux responsables (dans
1'etude de Rener) de bloquer en synergie, et sans complément, la

transmission de P. falciparum a A. freeborni réagissent avec les antigenes

des gamétes de la meme espéce en immunofluorescence et immunoprécipita-
tion. Une seule reaction negative est observee sur un isolat libérien avec
1'un des deux anticorps, montrant que les 2 anticorps reconnaissent des
epitopes différents. Cependant, 1'association de ces 2 anticorps est
incapable de bloquer 1'infectivite de cet isolat liberien chez

A. freeborni avec ou sans complement. On peut suggerer que 1'anticorps en
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défaut, reconnait un antigéne ayant subi une mutation ou bien rendu inac-
cessible a 1'anticorps ou absent sur 1'isolat en question. Il est surpre-
nant de constater que 1'association des deux anticorps dont 1l'un est
efficace ne soit pas au moins indifferente et qu'elle semble ici plutat
antagoniste.

Plus recemment, Quakyi (1987) montre que 1'épitope, reconnu par des anti-
corps monoclonaux réagissant uniquement avec la proteine 230 KD, est pre-

sent sur des souches de P. falciparum d'origine géographique differente

(Afrique, Brésil, Honduras). Ces premieres etudes sont en faveur d'une
conservation des motifs antigeniques, en attendant confirmation par la
séquence protéique.

5. Anticorps et immunite bloguant la transmission

De nombreux auteurs s'accordent a dire que les anticorps antigametes
impliqués dans 1' immunite bloquant la transmission agissent en agglutinant
les microgametes bloquant ainsi la fertilisation tandis que d'autres
agissent en présence de complément et conduisent donc a la lyse du para-
site.

De plus, 1l'on s'est apergu que 1'effet de ces anticorps antigametes
dependait de leur titre s il n' agissent pour bloquer la transmission qu'a

titre eleve. Plusieurs etudes 1'attestent.

Munesighe en 1986 montre que le blocage de la transmission de P. vivax a

A. tessellatus dépend du titre des anticorps antigametocytes. Seuls les

lapins immunisés avec des gamétocytes de P. vivax et ayant des titres
supérieurs ou égaux a 1/640éme en Immunofluorescence, entrainent une

interruption de la transmission a 100 %.
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D'autres auteurs utilisent un modele murin pour etudier 1'immunite anti-

gaméte de P. falciparum. Ils produisent des anticorps monoclonaux grﬁce a

1'utilisation de cellules spléniques de souris immunisées avec des gametes

et des zygotes de P. falciparum, et selectionnes pour leur aptitude a

reconnaitre exclusivement la proteine 230 KD. La encore, ces anticorps
sont capables de bloquer 1'infectivite de P. falciparum chez A. freeborni,

en preésence de complement uniquement et 1'intensite du blocage augmente

avec les titres en anticorps.

Un des buts de la vaccination antigamete est donc d'obtenir un titre eleve
d'anticorps spécifiques. La question est de savoir combien de temps seront
maintenus ces titres eleves et si 1'infection naturelle sera capable de
jouer ce role de renforcement de 1' immunité.

6. Immunité cellulaire antigametes

Dans toutes les etudes precedemment citées, seule 1' immunité humorale est
exploree. Encore peu d'études portent sur le role de 1'immunité cellulaire

dans le blocage de 1'infectivite des gametocytes, mais 1'etude en est
delicate.

Harte (1985b) etudie chez la souris la durée de 1' immunité conférée par

1'injection de microgamétes de P. yoelii nigeriensis et en analyse les

mecanismes. L'epreuve montre que 1'immunité bloquant la transmission est
encore efficace a 100 % 12 mois apres 1' immunisation, cependant que les

anticorps antigametes reviennent a leur taux de base apres le 4eme mois.

Ainsi un autre meécanisme semble intervenir a cotée de 1'action des anti-
corps. Or le transfert passif de cellules spléniques des souris immunisees
a des souris sauvages, confére une protection complete contre les stades
sexués. L'analyse des cellules spléniques montre que 1' immunité conféree

est T dependante et passerait par une reduction de 1'exflagellation des
gametes males.
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Selon les auteurs, 1'immunite cellulaire agit en premier lieu pour dimi-
nuer le nombre de gametocytes et diminuer la transmission (par reduction
de 1'exflagellation), puis intervient 1' immunite humorale pour agglutiner
les microgamétes, 1' intervention des T helpers etant necessaire pour

1'obtention d'une reponse specifique.

Une etude originale qui va dans le meme sens que la précédente a été réa-
lisée en 1987 par GOOD sur les lymphocytes de sujets n'ayant pas d'ante-
cédent clinique d'infection malarique. Il étudie la reponse proliférative

des différents clones vis-a-vis de gamétes de P. falciparum. Le phénotype

des lymphocytes T proliférants suggere que les gametes portent des anti-
genes susceptibles de stimuler les T helpers. Néanmoins dans cette étude,
on ne peut pas savoir si les lymphocytes T concernes sont vierges ou ont
déjé ete exposes a des antigénes croisés avec ceux qui sont presents sur
les gametes.

7. Conclusion

On a vu que 1' immunite humorale contre les stades sexués necessitait
1'obtention de titres elevés en anticorps, aussi, il semble que la parti-
cipation des lymphocytes T helpers dans le role de coopération B et T,
pour renforcer la synthese des anticorps, prend une place importante, meme
si cette question est en attente. Il reste donc a etudier la
séquence en acides aminés des protéines immunodominantes présentes sur
les gametes et zygotes de P. falciparum (230 KD, 48/45 KD, 25 KD) puis

des autres especes ensuite, et enfin, identifier les épitopes T invariants

présents sur les gamétocytes et susceptibles d'engendrer une réponse

antigamete a la suite d' immunisation artificielle.

La question est de savoir comment les geneticiens et les chimistes con-
tourneront le probleme des structures conformationnelles pour la synthese
des proteines immunogenes dont les épitopes epousent ces structures,
notamment les 48/45 KD et 25 KD, si tant est que cette derniere soit
retenue, puisque absente chez 1'homme au cours d'une infection naturelle.



COMMENTAIRES

Quel intéret y a-t-il a 1'heure actuelle, a s'intéresser au vaccin anti-
palustre ? Voila bien la question qu'on est tenté de se poser, quand la
presse spécialisée et non spécialisée remettent régulicrement le sujet sur

la sellette, a travers des titres parfois tapageurs.

Pour saisir 1'ampleur de ce probleme, il faut slrement se référer a la

place qu'occupe encore, en 1989, le paludisme dans le monde.

Immédiatement, vient & 1'esprit 1'étendue de 1'endémie palustre dans les
pays tropicaux et subtropicaux ou 1'on compte des centaines de millions de
personnes soumises a 1'infection. Parmi elles, on dénombre hélas, un
pourcentage tres éleve de deces avec, au premier rang, les enfants en bas
dge, victimes les plus sensibles au seul agent mortel du paludisme,
Plasmodium falciparum.

Mais a qui ou a quoi imputer la responsabilité de ces faits sinon a la
résistance développée par la maladie face aux deux moyens actuels de
lutte, les insecticides d'une part, et les antimalariques du groupe des
amino-4-quinoléines d'autre part ?

Neanmoins, le paludisme sevit aussi dans les pays industrialises temperes,
et ce, sous forme de cas importés dont le nombre augmente chaque annee.
Cela ne doit pas eétre neglige et devrait au moins servir a sensibiliser

les habitants de ces pays aux problemes actuels de cette affection.

Ces cas d' importation, qui surviennent parfois a la suite d'une prophy-
laxie negligée de la part des voyageurs (touristes, professionnels en
déplacement), sont surtout la conséquence du développement de la chloro-
quinorésistance de P. falciparum.
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Devant ces signes d'alarme, la lutte contre la resistance a donne nais-

sance a des produits de remplacement :

- Nouveaux insecticides, helas colteux et dont l'épandage devient de plus

en plus aleatoire en regard des territoires toujours plus vastes a cou-
vrir,

- Nouveaux antimalariques, bien difficiles a trouver d'une part, quand on
constate que seules deux molecules ont ete retenues, la méfloquine et
1'halofantrine, apres 1'analyse de 250 000 molécules, de distribution
limitée, d'autre part, pas tellement pour un probleéme de coidt, mais
surtout pour eviter d'engendrer des résistances vis-a-vis des dernieres
armes therapeutiques, meme s'il reste la quinine, inebranlable garant de

la sante des paludéens.

Aussi, aucun moyen de lutte, meme couteux, n'est eparghe pour essayer
d'enrayer ce fleau, et les immunologistes sont venus au secours des phar-

macologues pour essayer de trouver une solution de rechange.

Quelle sera alors la place d'un vaccin antipalustre sur 1'echiquier mon-
dial du paludisme ? La question est de savoir, s'il permettra de reléguer
les antimalariques aux seules pages de la Pharmacopee ou s'il viendra
uniquement compléter leur action. Néanmoins, et 1a est sans dout la véri-

table interrogation : existera-t-il un jour, un vaccin anti palustre ?

Certains pessimistes pourraient facilement noircir le tableau en insistant

sur 1'absence a 1'heure actuelle, de ce vaccin dont on leur parle déja
depuis quelques années.

Les autres, optimistes et/ou utopistes, dresseront la liste des resultats
obtenus a ce jour, depuis les premiers essais réalisés au début du siscle,
un peu artisanaux en regard des outils actuels de la recherche, pionniers

cependant en la matiere

Nous nous sommes donc places du coté des seconds, pour recenser les ele-

ments qui pourront peut-etre un jour servir a la fabrication de ce vaccin
antipaludique.
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Ce travail consiste en une revue de la litterature sur la vaccination

contre P. falciparum afin d'avoir une vue globale sur la question, et de

mieux comprendre a quels niveaux se situent exactement les problemes ren-
contres par les equipes de recherche.

L' importance de 1'enjeu, dont le vaccin est peut-etre la cle, nous a ega-

lement pousseé a approfondir les raisons des échecs essuyes jusqu'ici.

Au cours de cette etude, on a pu remarquer que 1'essentiel des recherches

porte sur 1'espece la plus dangereuse, Plasmodium falciparum. En effet,

1'urgence du probleme ne permet pas aux chercheurs d'etendre leur champ
d' investigations aux trois autres especes benignes pour 1'homme : cela
fera sans doute 1'objet des recherches a venir.

En dehors du stade hepatique, d'analyse plus récente, trois stades du

parasite retiennent 1'attention : le sporozoite, le merozoite, le gaméto-
cyte.

Neanmoins, dans cette analyse, on s'apergoit que le chapitre traitant de
la vaccination antisporozoite occupe la plus grande partie. Cela est le
reflet de 1'importance donnee a ce stade par les chercheurs.

En effet, un vaccin antisporozoite, s'il était efficace a 100 4% eviterait
toute infestation, et serait donc la solution ideale. Aussi ces travaux
sont-ils parmi les plus avances, en comparaison de ceux realisés sur les
deux autres stades.

En ce qui concerne les stades sanguins asexues, c'est sans doute le nombre
et la complexite des antigenes exposés sur les mérozoites et les schizon-
tes qui ont retardé les progres. Cependant, un essai de vaccination contre

ces stades realisés sur 1'homme illustent déja les travaux réalisés en la

matiere.

Enfin, le stade gametocyte, pour ne presenter qu'une solution a long
terme, par blocage de la transmission au niveau des anopheles, a mobilise
1'attention des chercheurs plus tardivement.
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Ces deux derniers axes de recherche font donc 1'objet de moins de travaux
de la part des equipes de chercheurs et ceci transparait dans la moindre
place qui leur est consacree ici.

Cependant, un regain d'interet est apparu quand on s'est apergu qu'un
vaccin antipalustre serait sans doute plus efficace s'il etait constitue

d'un melange de sous-vaccins dirigés contre les différents stades du cycle
plasmodial.

Dans ces trois stades, les chercheurs se sont attaches, a chaque fois, a

identifier les antigenes les plus spécifiques, les plus immunogénes, et
les plus constants.

Les outils d'analyse sont les memes pour les trois axes, et gréce au
développement de nouveaux moyens d'etude du parasite in vitro, a'la
decouverte de nouveaux modsles animaux, et a 1'essor de nouvelle techni-
ques biochimiques et immunologiques encore plus performantes, la recherche

sur la vaccination antipaludique a pu progresser reellement depuis les
années 1970.

Neanmoins, il faut savoir, d'une part, que si les techniques de production
des parasites in vitro sont a peu pres totalement maitrisées, elles
restent délicates a entreprendre ; d'autre part, les modeles animaux sont
tres colteux et leur maintien en captivité, notamment en ce qui concerne
les singes, engendre beaucoup de problemes, sans compter les taux de mor-

talite non negligeables enregistrés au cours des essais.

Les moyens existent donc, mais sont d'un abord plutot delicat. Aussi,
seuls les equipes de recherche trés performantes s'attélent au probleme,

travaillant uniquement sur des themes tres precis.

La cooperation nationale et internationale permet heureusement de relier

les differents domaines de recherche.
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A travers les trois axes de recherche, c'est toujours la protection humo-

rale que 1'on a cherché en premier lieu a reproduire artificiellement :

Dans 1'axe antisporozoite, les premieres decouvertes mettent en eévidence
un épitope B. Mais devant la faible réponse humorale engendrée par
celui-ci et enregistée au cours des trois essais réalisés chez 1'homme, on
s'est interroge pour trouver trés vite des explications. Aussi deux nou-

veaux poles de recherche se sont dégagés.

1. Recherche d'un ou plusieurs epitopes T, capables de stimuler les
T helpers pour augmenter la réponse humorale specifique de 1'épitope B.
De tels travaux ne sont pas encore a 1'ordre du Jjour pour les deux
autres stades ou 1'on n'a pas encore trés bien défini 1'ensemble des

épitopes B, susceptibles d'engendrer des anticorps protecteurs.

2. Etude du role de 1'immunité cellulaire dans la protection conférée

contre les sporozoites, etude qui commence a étre bien étayée dans la
litterature.

Quels sont donc les resultats obtenus ?

A la lumiere des essais réalisés chez les animaux, les équipes ont pris le
pari de tester des preparation vaccinales chez des volontaires. Helas,

tous les quatre se sont soldés par des demi-echecs puisqu'aucun n'a
entraine de protection a 100 % .

Neanmoins, plusieurs traits se dessinent maintenant pour la construction

d'un vaccin contre P. falciparum

- Du cote vaccin antisporozoite, la composition en est tres claire

puisqu' i1 devra contenir 1'épitope B immunodominant de la CSP de

P. falciparum (NANP);, couplé a une protéine porteuse et associée a un
ou plusieurs epitopes T.
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La difficulte reside maintenant dans 1'isolement d'un épitope T parasi-
taire appartenant a une région constante : cela semble etre le cas pour
1'epitope €S.T5, récemment décrit, et dont il reste a etudier le niveau

de restriction genetique.

- Du cOté des stades sanguins asexués les choses ne sont pas si claires.

Neanmoins la Pf 155 (= RESA) est sans doute la protéine la plus immuno-
gene du merozoite, puisque les anticorps anti-Pf 155 sont capables

d' engendrer une protection vis-a-vis de 1' invasion des hématies par les
mérozoites. Plusieurs études attestent 1'immunogénité d'un octapeptide
situe dans lagartie C terminale de la Pf 155 qui serait, rien n'est

moins sur, le peptide immunodominant de cette proteine.

Cependant, le vaccin essaye par 1'équipe colombienne de Patarroyo

(1988), ne 1'utilise pas, pour préferer utiliser une partie N terminale
de la proteéine.

Dans cet essai la protection partielle conferée ne semble pas interesser
1'immunite a mediation cellulaire, ce qui concorde avec les notions

generales sur 1' immunite contre les stades sanguins.

- Le stade gametocyte de son cOté, n'a été le centre d'aucun essai vacci-

nal chez 1'homme, ce qui montre tout le retard pris dans ce domaine.

Cependant, des proteines immunogenes preésentes sur le gamétocyte ont
déja eété identifices (230 KD, 48/45 KD). Ici aussi, la nécessite de la
mise en jeu de la coopération LT/LB se fait sentir, et la découverte
d'un ou plusieurs épitopes T specifiques de ce stade et constant,
ouvrira vraiment la voie a ce type de vaccin.

On doit neanmoins tempérer 1'optimisme puisque 1'on sait que les epito-
pes contenus dans ces proteines du gamétocyte sont tous de nature con-
formationnelle, ce qui rend impossible leur obtention par les voies
utilisees pour les deux autres stades, synthese peptidique et recombi-

naison genétique.




Aussi, avant de poursuivre les essais vaccinaux, d'autres etudes sont
indispensables pour eliminer certaines inconnues en Jjeu ; il est

souhaitable donc de définir pour chaque axe certaines orientations @

Pour le vaccin antisporozoite, c'est la recherche d'un ou plusieurs

épitopes T stables et dont le niveau de restriction génétique soit assez
bas pour permettre son(leurs) utilisation(s) a grande échelle. L' idée

d'utiliser plusieurs epitopes T, différemment restreints est alors trés
seduisante.

En ce qui concerne le vaccin antimerozoite, c'est 1'identification des
epitopes B potentiels, constants, et par la suite le(les) indispensa-

ble(s) épitope(s) T, avec les mémes contraintes que précédemment.

Enfin, pour le vaccin altruistre antigametocyte, presque tout reste
encore a faire.
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CONCLUSION

Depuis les vingt dernieres années, des resultats considerables ont ete
obtenus dans la voie de la vaccination antipalustre : le parasite et son
cycle sont mieux connus, les meécanismes qui sous-tendent 1'affection sont
mieux compris et les outils devant permettre la fabrication du vaccin sont

de mieux en mieux maitrises.

Plusieurs axes de recherche sont poursuivis : si ce n'est que recemment
que 1'on s'interesse au stade hépatique, les sporozoites, merozoites et
gametocytes representent les voies classiques dans lesquelles se sont

specialisees les differentes equipes de chercheurs a travers le monde.

Dans chaque voie des resultats sont obtenus et les essais vaccinaux se
multiplient, surtout chez 1'animal mais aussi, ce qui est plus nouveau,
chez 1'homme.

Pourtant, en 1989, le vaccin antipalustre n'existe pas. Pourquoi ?

I1 semble d'abord qu'il y ait guelques voies nouvelles, delaissées jusqu'a
présent, qu' il faille approfondir. C'est le cas de 1' immunite a mediation
cellulaire ou de 1'etude des enzymes parasitaires et par le fait, de leur
inhibition.

I1 se pourrait ensuite que des problemes "annexes" doivent etre résolus :
etude des ad juvants, amélioration de la synthese peptidique permettant de
résoudre les problémes de proteine porteuse ou nouvelles techniques de
génie genetique utilisant virus et levures : tout cela est probablement

aussi d'une extreme importance dans la mise au point d'un vaccin.



Quoiqu' il en soit, on peut neanmoins tracer le "portrait robot" du vaccin

tel qu' il apparait a 1'aube des annees 1990 :

Ne de la collaboration des parasitologues, des immunologistes et des bio-

chimistes, ce devrait etre un vaccin qui du point de vue chimique serait :

- multivalent : constitue d'un melange des antigenes des différents stades
- fabriqué par recombinaison génetique ou synthese peptidique
- necessitant 1'aide d'un adjuvant

- thermostable car devant etre utilise en majorite en zone tropicale
A cela devrait bien entendu s'ajouter :

- une utilisation aisee chez 1'enfant

- une efficacite en un nombre restreint d'injections
- un colt limite

Quant a donner la date a laquelle ce vaccin sera disponible, personne ne

s'y aventure plus tant ceci est devenu de plus en plus difficile.

I1 reste cependant a souhaiter que les echecs et les "espoirs degus" suc-
cessifs subis ces dernieres annees n'emoussent ni 1'entrain des chercheurs

ni surtout celui des bailleurs de fond !

I1 est en effet necessaire que la lutte continue et s'intensifie pour

qu'enfin soit vaincu cette affection qui tue encore beaucoup trop en
1989 :

le paludisme.
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