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Dans la dernière décennie, des efforts sans précédant à l'échelle mondiale 

ont été déployés pour comprendre et combattre le virus de l'immunodéficienœ 

humaine (Vlli) et la maladie qu'il induit. Bien que les campagnes de prévention et 

d'information aient été importantes, le nombre de cas ne cesse d'augmenter. 

L'absence d'une cure et l'issue fatal du syndrome de l'immunodéficience acquise 

(SIDA) font que le développement d'un vaccin s'impose comme une nécessité des 

plus grandes. 

Les modèles expérimentaux de vaccin contre le Vlli et d'autres lentivirus, 

notamment le SIV et le FIV, qui sont présentement en évaluation sont constitués 

soit de particules virales atténuées ou inactivées, de virus recombinants exprimant 

certains gènes du VIH, de peptides synthétiques dans des épitopes choisis, 

d'anticorps anti-idiotypiques, de sous-unités virales naturelles ou recombinantes et 

d'immunosomes-VIH et -SIV. Jusqu'à présent, la majorité des études de 

vaccination dans lesquelles une immunité protectrice a été rapportée dans les 

modèles chimpanzé-VIH, macaque-SIV et chat-FIV, les auteurs ont suivi des 

protocoles d'immunisation parentérale et l'épreuve a été intraveineuse. Or, bien 

que le VIH puisse être transmis par le sang et les dérivés sanguins (voie 

parentérale), les contacts homo- et hétérosexuels représentent la voie principale de 

transmission du virus. na été clairement démontré que le virus peut pénétrer les 

muqueuses génitales et colorectales même si celles-ci sont dépourvues de lésions. 

En général, les muqueuses représ~ntent une barrière physique et une barrière 

immunologique qui protège avec efficacité l'organisme contre les pathogènes 

rencontrés en ces lieux. Etant donné que l'immunité au niveau des muqueuses 

n'est pas stimulée par les protocoles d'immunisation conventionnels, et vue la 

transmission sexuelle du VIH, nous avons émis l'hypothèse selon laquelle 
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l'induction d'une immunité mucosale associée à l'immunité humorale et cellulaire 

pourrait s'avérer essentielle à la protection contre l'infection par le VIH. Peu de 

travaux ont été publiés concernant les conditions optimales d'immunisation 

capables de stimuler le système immunitaire dans sa totalité. 

Dans notre projet, utilisant les immunosomes-VIH comme vaccin, nous 

avons voulu définir les paramètres requis pour obtenir une stimulation maximale à 

la fois de l'immunité mucosale et systémique chez les animaux de laboratoire. 

Nous avons d'abord évalué, chez la souris, les paramètres tels que le nombre, la 

voie, le type, la durée des immunisations ainsi que l'intervalle entre chacune 

d'elles. Différentes combinaisons de vaccinations mucosale-parentérale et 

parentérale-mucosale ont été aussi analysées. Les protocoles qui nous ont semblé 

les plus performants ont été ensuite évalués chez le lapin. Nous avons déterminé 

le titre et l'isotype des anticorps qui reconnaissent spécifiquement le VIH dans les 

échantillons prélevés dans le sang et dans les différents compartiments mucosaux. 

De plus, l'activité neutralisante des anticorps de certains échantillons a été évaluée 

par deux méthodes différentes. 

Nous avons montré que les immunisations parentérales seules ne 

stimulent pas l'immunité mucosale, malgré qu'elles induisent la production 

d'anticorps sériques. Au contraire, il est possible d'induire à la fois une forte 

réponse systémique et mucosale par un protocole à interventions mucosales 

seulement. Cette réponse, qui est dépendante de la fréquence et la durée des 

immunisations, est encore plus élevée lorsque les interventions mucosales et 

parentérales sont combinées. En général, les protocoles où les immunisations 

mucosales précèdent l'intervention intramusculaire semblent être plus efficaces à 

cet effet. Par ailleurs, le système immunitaire est vigoureusement stimulé 
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lorsqu'une intervention intradermique suit les immunisations mucosales et 

intramusculaire. Ceci est démontré par les titres considérables des anticorps de 

tous les isotypes au niveau du sérum et des différents compartiments mucosaux. 

Les anticorps qui sont induits reconnaissent spécifiquement le Vlli et sont capables 

de neutraliser l'infectivité du virus in vitro. Nos résultats montrent que les 

immunisations mucosales et par voie intradermique devraient être sérieusement 

considérées dans l'établissement de protocoles d'immunisation contre le vœ chez 

l'humain. 



INTRODUCTION 
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Dans l'histoire de la recherche biomédicale, le VIH est vraisemblablement 

le virus qui a été le plus intensément étudié. L'infection et la maladie fatale qu'il 

cause se sont étendues à l'échelle mondiale comme un fléau des plus insidieux. Le 

VIH lui même ne tue pas l'individu, cependant l'immunosupression qu'il provoque 

rend celui-ci vulnérable aux infections opportunistes et à certains néoplasmes 

(Rosenberg et Fauci, 1989). 

L'infection primaire par le VIH est associée à une virémie aigüe. Entre 50 à 

70% des individus infectés développent un syndrome aigu qui ressemble à la 

mononucléose infectieuse, trois à six semaines après l'infection initiale. Celle-ci est 

caractérisée par un ou plusieurs des symptômes suivants: fièvre, transpiration, 

myalgie, léthargie, malaise, anorexie, nausée, diarrhée, infections, maux de tête et 

encéphalite (Tindal et Cooper, 1991). Durant ce stade, une immunité humorale et 

cellulaire spécifique du VIH se développe et est accompagnée d'une réduction 

considérable de la virémie. La séroconversion est suivie d'une période de latence, 

dix ans en moyenne, durant laquelle les individus sont pour la plupart 

asymptomatiques. Bien que la virémie soit difficilement détectable durant cette 

période, la réplication virale dans les organes lymphoïdes est considérable. 

Utilisant la méthode de polymérisation en chaîne (PCR) ainsi que la PCR

transcriptase inverse (RT-PCR) Pantaleo et al. (1993) ont montré que chez les 

patients infectés par le VIH, la charge virale est de cinq à dix fois plus élevée dans 

les ganglions lymphatiques que dans le sang périphérique. Par ailleurs, la période 

de latence est caractérisée par la détérioration progressive du système 

immunitaire, manifestée particulièrement par la déplétion des lymphocytes T

auxiliaires. L'inévitable conséquence est l'évolution de la maladie, un syndrome 

d'immunodéficience acquise (SIDA) associé à un néoplasme assez rare et à des 

infections opportunistes. Ces dernières sont la cause principale de la morbidité et 
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la mortalité des patients. Les médicaments qui sont utilisés réussisent à prolonger 

la vie des individus infectés, mais ne sont pas une guérison. La thérapie clinique 

est pour la plupart palliative. A l'heure actuelle, la prévention demeure l'unique 

espoir de vaincre cette maladie. 

Malgré de nombreux défis rencontrés dans le développement d'un vaccin 

contre de Vlli, plusieurs stratégies de vaccination expérimentales dans les modèles 

chimpanzé-VIH, macaque-SIV et chat-FIV ont montré des résultats très 

prometteurs. Une protection contre l'infection virale initiale suite à divers 

protocoles d'immunisation a été rapportée utilisant à titre de vaccin des particules 

virales atténuées (Daniel et al., 1992) ou inactivées (Carlson et al., 1990; Cranage et 

al., 1992a, 1992b; Desrosiers et al., 1989; Fultz et al., 1992; Girard et al., 1991, 1992; 

Johnson et al., 1992a; Murphey-Corb et al., 1989, 1992; Putkonen et al., 1991, 1992; 

Stott et al., 1991b; Yamamoto et al., 1991, 1993), un virus recombinant (Cranage et 

al., 1992b; Hu et al., 1992) et des sous-unités virales naturelles ou recombinantes 

(Berman et al., 1990). La vaccination, même si elle n'est pas protectrice, réduit la 

charge virale et ainsi prolonge la vie des animaux (Marthas et al., 1989; Miller et al., 

1989; Murphey-corb et al., 1992; Sutjipto et al., 1990). Dans la majorité des études 

de vaccination qui ont rapporté une protection contre le vœ, le SIV et le FIV, 

l'épreuve virale a été par voie parentérale. Celle-ci, cependant, ne représente pas la 

voie de transmission principale du vœ qui se fait par contacts sexuels. En effet 

l'étude de Marthas et Miller (1992) a montré que les macaques vaccinés par voie 

parentérale étaient protègés contre une épreuve intraveineuse, mais pas contre une 

épreuve intravaginale. Ces observations associées de la démonstration que le virus 

peut être transmis à travers des muqueuses génitales intactes montrent la nécessité 

d'induire une immunité en ces lieux. 
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L'importance de l'immunité associée aux muqueuses et son rôle protecteur 

contre les agents pathogènes rencontrés en ces lieux sont bien documentés. Les 

immunisations parentérales stimulent la synthèse d'anticorps sériques, mais ont 

tendance à être inefficaces dans l'induction d'anticorps au niveau des muqueuses 

(Coutsinos et Thibodeau, 1993; McDermott et al., 1990; Thibodeau et al., 1992a, 

1992b). Ces observations suggèrent que les interventions parentérales seules sont 

insuffisantes pour induire une protection contre les infections transmises à travers 

les muqueuses. 

Vue la transmission sexuelle du VIH et la pertinance de l'immunité 

mucosale, une bonne stratégie de vaccination devrait induire une immunité 

mucosale, en plus d'une immunité systémique. A ce jour, il existe peu de travaux 

qui traitent spécifiquement de stratégies optimales pour armer les deux bras du 

système immunitaire, l'immunité systémique et mucosale. Notre projet de 

recherche vise donc à étudier, chez la souris et le lapin, les modes d'induction 

d'une immunité mucosale spécifique au VIH associée à une forte immunité 

systémique. Nous utiliserons à titre de vaccin l'immunosome-Vlli (IM5-Vlli) qui 

est constitué de vésicules phospholipidiques (liposomes) à la surface desquelles 

sont ancrées les glycoprotéines du Vlli. Le potentiel des IM5-Vlli dans la réponse 

immunitaire humorale a été clairement démontré (Thibodeau et al., 1989). Les 

différents paramètres d'immunisation que nous proposons d'évaluer sont: la voie 

d'immunisation, le protocole, la fréquence, l'intervalle et la durée des 

interventions, ainsi que la dose antigénique. 
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n y a plus d'une décennie que le virus de l'immunodéfidence humaine 

(VIH) a été identifié comme étant l'agent étiologique du syndrome de 

l'immunodéficience acquise (SIDA). Cette maladie, initialement décrite en 

1981 aux Etats-Unis, est le résultat d'un profond déséquilibre du système 

immunitaire (Rosenberg et Fauci, 1989). Les observations qui ont mené à la 

découverte de cette maladie étaient l'incidence d'infections opportunistes, 

particulièrement une pneumonie d'un type rare causée par un protozoaire, le 

Pneumocystis carinii et une tumeur du tissu conjonctif, le sarcome de Kaposi 

(Gottlieb et al., 1981; Masur et al., 1981; Siegal et al., 1981), associées à une 

immunodéficience inexpliquée. 

La première indication que le SIDA pouvait être causé par un 

rétrovirus a été apportée par Barré-Sinoussi et al. (1983) de l'Institut Pasteur de 

Paris lorsqu'ils ont isolé, à partir de ganglions lymphatiques d'un patient 

souffrant d'une lymphadénopathie, un virus qui possède une enzyme 

caractéristique des rétrovirus, la transcriptase inverse. Le virus isolé a été 

nommé LAV ("lymphadenopathy-associated virus"). Un virus ayant des 

propriétés lymphotropiques et cytopathogènes analogues à l'isolat français, a 

été isolé en 1984 par un groupe de chercheurs des Etats-Unis (Gallo et al., 1984; 

Popovic et al., 1984) à partir de cellules lymphoïdes de patients souffrants du 

SIDA. En raison du tropisme cellulaire de ce virus il a été appelé HTL V-III 

("human T-cell lymphotropic virus type Ill"). Cette même année, Levy et al. 

(1984) rapportèrent l'isolation de virus similaires qu'ils nomment ARV 

("AID5-related viruses"). Ces trois virus prototypes (LAV, HTLV ill et ARV) 

ont été, par la suite, reconnus comme faisant partie d'un même type de 

rétrovirus possèdant les propriétés du genre lentivirus (Ratner et al., 198Sb). 
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C'est en 1986 que, sous le recommandation du comité international de 

taxonomie, l'agent étiologique du SIDA a été nommé HIV ("human 

immunodeficiency virus") ou virus de l'immunodéficience humaine (VIH) en 

français (Coffin et al., 1986). 

1. CARACfERISTIQUES DU VIH 

1.1 Oassification 

Le Vlli appartient à la famille des RETROVIRIDAE et fait partie du 

genre lentivirus qui, comme son nom l'indique, est caractérisé par un 

développement très lent de la maladie qu'il provoque. De plus, le Vlli est un 

virus cytolytique dont l'effet cytopathogène in vitro se traduit par la formation 

de cellules géantes, ou syncytia, suivie d'une lyse cellulaire. 

Outre le VIH, le genre lentivirus regroupe d'autres virus qui causent 

des immunodéficiences et qui, sur le plan génétique, biologique et 

morphologique lui sont apparentés. Un groupe de rétrovirus simiens causant 

des déficiences immunitaires et des lymphomes a été identifié chez le rhésus 

macaque (Macaca mulatta) (Daniel et al., 1985; Kestler et al., 1988), chez le 

macaque cynomolgus (Macaca fascicularis) (Kestler et al., 1988) et chez le 

macaque "pig-tailed" (Macaca nemestrina) (Benveniste et al., 1986). 

Des lentivirus causant une déficience immunitaire ont aussi été isolés 

chez le chat domestique, le bovin, le cheval, la chèvre et le mouton; ce sont 

respectivement, le virus de l'immunodéficience féline (FIV: "feline 

immunodeficiency virus"), le virus de l'immunodéficience bovine (BIV: 

"bovine immunodeficiency virus"), le virus de l'anémie infectieuse équine 
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(EIAV: "equine infectious anemia virus"), le virus de l'arthrite et de 

l'encéphalite de la chèvre (CAEV: "caprine arthritis and encephalitis virus") et 

le virus visna (Gonda et al., 1985, 1986, 1987; Pedersen et al., 1987). 

1.2 Morphologie 

Sur le plan de la morphologie, le VIH est un virus sphérique, 

enveloppé, ayant un diamètre d'environ 100 nm. Des études en microscopie 

électronique, après colorations négatives (Stannard et al., 1987) et par coupes 

ultra-minces de cellules infectées (Gelderblom et al., 1987, Montagnier et al., 

1984a, Palmer et Goldsmith, 1988) ont permis une description détaillée de sa 

structure. Une représentation schématique du VIH apparaît à la figure 1. Le 

génome viral est constitué de deux copies de RNA monocaténaire de polarité 

positive. Les polypeptides p6 et p7 et une enzyme la transcriptase inverse (RT) 

sont intimement liés au génome viral. Cette dernière est une DNA 

polymérase RNA dépendante qui a pour rôle de transcrire le RNA viral en 

DNA, nécessaire à l'intégration du génome viral dans le génome de la cellule 

hôte. Trois autres enzymes sont identifiées au niveau de la 

ribonucléoprotéine: une ribonucléase, une intégrase et une protéase (Greene, 

1991). L'information génétique du virion est protégée par la capside composée 

de la protéine structurale phosphorylée, la p24. 

L'ensemble de la capside et la ribonucléoprotéine qu'elle renferme 

forment le nucléoïde, une structure en forme de cône, dense aux électrons en 

microscopie électronique. La surface sous-jacente de l'enveloppe virale est 

tapissée d'une protéine structurale myristillée, la p17. La matrice, que forme 

cette protéine, est essentielle à l'intégrité du virus (Gelderblom et al., 1987; 
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1989). Une étude récente suggère que cette matrice est requise pour 

l'incorporation des protéines de l'enveloppe à la surface des virions matures 

(Yu et al., 1992). Finalement, l'enveloppe virale, dérivée de la cellule hôte, 

porte des trimères ou tétramères de spicules glycoprotéiques qui sont formées 

de gp120 liées de façon non-covalente aux gp41 qui sont ancrées dans 

l'enveloppe virale par leurs portions hydrophobes (Earl et al., 1990; Ozel et al., 

1988; Pinter et al., 1989; Weiss et al., 1990). La membrane virale peut contenir 

également des protéines de la cellule hôte, incluant les complexes majeurs 

d'histocompatibilité de classe 1 et Il, acquis lors du bourgeonnement à la surface 

cellulaire (Greene, 1991). 

1.3 Organisation et expression des gènes du VIH 

Ce qui distingue les lentivirus des autres rétrovirus est leur complexité 

génomique (figure 2). L'organisation du DNA proviral telle qu'on peut la 

reconstituer à partir de clonage moléculaire (Hahn et al., 1984) et de séquençage 

(Desai et al., 1986; Ratner et al., 1985a) montre les trois gènes structuraux 

essentiels gag, pol et env, communs à tous les rétrovirus. Le génome viral 

contient en outre, d'autres gènes: tat, rev, nef, vif, vpr et vpu auxquels on 

associe une fonction de régulation ou un rôle dans l'infectivité. L'action de ces 

gènes additionnels semble être à la base de la pathogénicité du Vlli-1 (Greene, 

1991). Des séquences répétitives (LTR, "long terminal repeats") bordent les 

extrémités génomiques. Celles-ci portent les éléments qui répondent aux 

produits des gènes tat et rev. 
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1.3.1 Gènes structuraux 

Les produits des gènes structuraux, qui sont, à partir de l'extrémité 5', 

gag, pol et env, définissent la morphologie des virions matures. Le gène gag 

code pour une polyprotéine, (NH2-p17-p24-p9-p7-COOH), dont la masse 

moléculaire relative (Mr) est d'environ 55 000. Ce précurseur est clivé par une 

protéase virale en trois protéines: la p24/25 phosphorylée, une composante 

majeure de la nucléocapside, la p17 /18 myristylée, sous-jacente à l'enveloppe 

virale et la p13/15 une protéine qui est clivée lors de la maturation virale en 

deux polypeptides, la p6 et la p7, intimement liés au RNA génomique 

(Gelderbloom et al., 1989; Mervis et al., 1988). 

Le gène pol code pour une polyprotéine qui est clivée pour donner lieu 

à la plO une protéase, la p66/51 qui est la transcriptase inverse, la p31/34 une 

intégrase (Di Marzo et al. 1986; Lightfoote et al., 1986; Mous et al., 1988) et une 

ribonucléase (Greene 1991). Ces enzymes sont activées à différentes étapes du 

cycle réplicatif viral. La transcriptase inverse agit dans les étapes précoces de la 

réplication virale pour former un DNA bicaténaire (eDNA), copie du RNA 

viral. La synthèse du deuxième brin de DNA par la RT ne peut s'effectuer 

qu'après l'action de la ribonucléase qui dégrade partiellement le RNA viral qui 

a servi de gabarit (Greene , 1991}. L'intégrase exerce sont activité à l'intérieur 

du noyau cellulaire et est requise pour l'intégration du DNA proviral dans le 

génome de la cellule hôte. Enfin la protéase clive les produits des gènes gag et 

pol durant la phase de la maturation des particules virales. 

Les protéines synthétisées par le gène env sont sous forme d'un 

précurseur d'une masse relative de 160 000. Ce précurseur est glycosylé puis 

clivé par une protéase cellulaire en deux polypeptides de 120 kDa et de 41 kDa, 
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qui sont transportés à la surface cellulaire (Kozarsky et al., 1989; Willey et al., 

1988). La gp41, une glycoprotéine transmembranaire est liée d'une façon non

covalente à la gpl20 qui est exposée à la surface des virions matures. 

1.3.2 Gènes de régulation et gènes accessoires 

1.3.2.1 Phase précoce du cycle viral 

La phase précoce précède et permet la réplication du génome viral 

(Girard et al., 1989). L'étape initiale dans l'expression des gènes du VIH est la 

stimulation de la cellule hôte. Cette stimulation, qu'elle soit d'origine exogène 

ou endogène, induit l'expression de facteurs transcriptionnels notamment la 

famille NF-KB des protéines d'attachement au DNA (Greene et al., 1989; 

Lenardo et Baltimore, 1989). Ces protéines qui normalement contrôlent 

l'expression des gènes cellulaires (Bëhnlein et al., 1988; Hoyos et al., 1989) 

s'attachent aux LTR du génome proviral (Nabel et Baltimore, 1987) et 

augmentent ainsi l'expression des gènes du vœ. Les gènes de régulation du 

Vlli sont les premiers à être transcrits et traduits. Un des gènes précoces qui est 

exprimé est le gene tat. Le produit d'expression de tat interagit en trans avec la 

séquence nucléotidique TAR ("trans activating responsive element") présente 

dans la séquence de tête ("leader") des RNA messagers viraux (Rosen et al., 

1985). La protéine Tat serait impliquée dans l'activation de plusieurs étapes au 

cours de la transcription et post-transcription, incluant l'initiation de la 

transcription, l'élongation, la stabilisation et le transport des mRNA ainsi que 

dans l'efficacité de la traduction (Wong-Stall, 1990). Cette protéine est 

essentielle à la réplication virale; en effet, des mutants défectifs dans le gène tat 
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ne peuvent donner une progéniture virale, à moins que Tat soit fournie en 

trans (Dayton et al., 1986; Fisher et al., 1986a). 

Le gène nef est également exprimé à la phase précoce de la réplication 

virale. Le produit d'expression du gène nef, est une protéine myristyllée qui, 

contrairement à Tat, n'est pas essentielle à la réplication virale. Lorsqu'elle est 

produite, cette protéine ralentit la transcription des gènes viraux. En effet, des 

mutants défectifs du gène nef se répliquent 2 à 10 fois mieux que le virus de 

type sauvage (Fisher et al., 1986b; Luciw et al., 1987). 

Un autre gène qui est exprimé pendant la phase précoce de la 

réplication virale est vpr. Des études récentes suggèrent que le produit de ce 

gène fonctionne comme un activateur transcriptionnel (Vaishnav et Wang

Staal, 1991). Comme Nef, cette protéine n'est pas indispensable pour la 

réplication virale. ll est à noter que Vpr est la première protéine de régulation 

de rétrovirus qui est associée aux particules virales. Les autres protéines 

comme Tat, Rev, Nef, Vif et Vpu, ne sont pas associées aux virions matures 

(Vaishnav et Wong-Staal, 1991). 

1.3.2.2 Phase tardive du cycle viral 

La phase tardive du cycle viral accompagne et suit la réplication du 

génome viral (Girard et al., 1989). La transition entre l'expression des gènes 

précoces du virus et la phase tardive du cycle viral semble être dépendante du 

produit du gène rev, une phosphoprotéine (Sodroski et al., 1986). Une délétion 

dans le gène rev conduit à une abolition de la synthèse des protéines 

structurales sans pour autant affecter la synthèse des protéines de régulation 
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(Tat et Nef) (Wong-Staal, 1990). L'analyse des RNA messagers produits par des 

cellules transfectées avec des DNA proviraux mutants indique que le profil des 

mRNA est modifié. Comme le gène tat, rev est essentiel à la réplication virale 

et à l'expression des gènes de structure. 

Des études récentes ont révélé l'existence d'une protéine virale chimère 

Tev {Benko et al., 1990) ou Tnv {Salfeld et al., 1990). Un épissage anormal 

conduit à l'expression de trois gènes différents du VIH-1 et produit une 

protéine chimère, constituée du premier exon du gène tat, d'une petite région 

du gène env et du deuxième exon du gène rev. Cette protéine semble 

conserver les fonctions biologiques de Tat et Rev. Cependant son importance 

et son rôle précis dans le cycle réplicatif du VIH-1 ne sont pas connus. 

Les protéines dérivées des gènes vif et vpu semblent avoir des rôles 

fonctionnels importants pendant la phase de la morphogénèse virale. La 

protéine Vif est nécessaire pour la production de virus infectieux {Fisher et al., 

1987). En effet, des mutants dans le gène vif produisent des particules virales 

qui sont 1000 fois moins infectieuses que les virus sauvages (Strebel et al., 1987). 

Le produit du gène vpu semble jouer un rôle dans le bourgeonnement des 

virions à la surface des cellules (Klimkait et al., 1990). Des mutations à 

l'intérieur du gène vpu conduisent à la production de virus dont le 

bourgeonnement à la surface de la cellule hôte est incomplet. 

1.4 Hétérogénéité génétique 

Le Vlli réussit à échapper la surveillance immunitaire en produisant 

une population virale extrêmement hétérogène. Cette variabilité génomique 
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est le résultat d'erreurs commises par la transcriptase inverse, l'enzyme 

responsable de la réplication du génome viral. En effet, celle-ci ne possède pas 

un mécanisme qui corrige les erreurs qui ont lieu pendant la réplication. Il 

survient environ une erreur par 10000 nucléotides copiés, soit une 

incorporation incorrecte par génome par cycle de réplication (Dougherty et 

Temin, 1988). La recombinaison génétique entre les virions contribue aussi, 

mais très peu, à la génération de la diversité virale. n existe une disparité quant 

à la nature des mutations ainsi que le taux de divergence parmi les différents 

gènes du VIH. La majorité des changements qui ont lieu au niveau des gènes 

gag et pol sont des mutations silencieuses, tandis que plus de la moitié des 

changements nucléotidiques au niveau du gène env, se traduisent par des 

changements d'acides aminés (Vaishnav et Wong-staal, 1991). La plus grande 

hétérogénéité de séquence est observée au niveau des gènes codant pour les 

glycoprotéines de l'enveloppe et les protéines de régulation (Martins et al., 

1991; Meyerhans et al., 1989; Myers et Pavlakis, 1992). Cette variabilité 

génétique se traduit par une hétérogénéité antigénique et biologique, 

notamment en ce qui concerne le tropisme cellulaire (Von Briesen et al., 1990), 

la cinétique de la réplication virale (Fenyo et al., 1988), et l'effet cytopathogène 

(Cheng-Mayer et al., 1988; Tersmette et al., 1989). 

1.5 Tropisme cellulaire du VIH 

Les observations initiales de la déplétion sélective des lymphocytes T 

auxiliaires chez les patients atteints du SIDA (Gottlieb et al., 1981; Siegal et al., 

1981), ainsi que la destruction des ces même cellules lors d'une infection par le 

VIH in vitro (Klatzmann et al., 1984) ont suggéré que le VIH avait un tropisme 

pour cette population cellulaire. Dans une suite d'expériences in vitro, il a été 
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montré que des anticorps monoclonaux dirigés contre certains épitopes de la 

molécule CD4 pouvaient inhiber l'infectivité du VIH (Dalgleish et al., 1984; 

Klazmann et al., 1984; McDougal et al., 1985). Par ailleurs, une 

immunoprécipitation de complexes gp120-CD4 lors d'une incubation avec des 

anticorps dirigés contre une ou l'autre des protéines (McDougal et al., 1986) a 

démontré que lorsque les lymphocytes T-auxiliaires sont exposés au VIH, la 

liaison virus~récepteur implique la glycoprotéine virale gp120 et la molécule 

CD4. Le rôle essentiel que joue la molécule CD4 dans la fixation et 

l'internalisation du VIH a finalement été demontré par Maddon et al. (1986). 

En effet, ce groupe de chercheurs ont rapporté qu'une transfection de cellules 

humaines de type épithéliales (HeLa) ou lymphocytaires (Raji et HSB2) (CD4-, 

donc non permissives au VIH) avec le gène qui code pour la molécule CD4, 

rend celles-ci susceptibles à l'infection par le vœ. 

Le vœ n'est pas seulement lymphotropique, mais plutôt polytropique. 

Bien que la molécule CD4 soit exprimée principalement à la surface des 

lymphocytes T-auxiliaires matures (Dalgleish et al., 1984; Klatzmann et al., 1984; 

McDougal et al., 1986), elle est aussi présente à la surface de plusieurs autres 

types cellulaires tel que les lymphocytes B (Levy et al., 1985a; Montagnier et al., 

1984b), les monocytes/macrophages (Asjô et al., 1987; Clapham et al., 1987; Levy 

et al., 1985a; Nicholson et al., 1986), les cellules de Langerhans (Tschachler et al., 

1987), les cellules dendritiques (Rappersberger et al. 1988), les cellules 

endothéliales, nerveuses et cérébrales (Gray, 1989), les cellules gliales (Cheng

Mayer et al., 1987; Dewhurst et al., 1987) et certaines lignées cellulaires 

colorectales (Adachi et al., 1987; Nelson et al. 1988). Ces cellules sont également 

susceptibles à une infection par le VIH-1. Cependant, d'autres données 
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expérimentales suggèrent qu'une composante cellulaire autre que la molécule 

CD4 pourrait être requise pour l'infection virale. En effet, certains types 

cellulaires tels que des cellules neurales (Harouse et al., 1989) et certaines 

lignées cellulaires hépatiques (Cao et al. 1990) ne possèdent pas de CD4 à leur 

surface mais sont néanmoins susceptibles à l'infection par le VIH. Par ailleurs, 

des expériences de transfection de cellules humaines et murines avec le gène 

qui code pour la molécule CD4 rend les premières seulement susceptibles à 

l'infection virale (Maddon et al., 1986). L'hypothèse qu'une autre molécule soit 

impliquée, soutenue par plusieurs études (Bhat et al., 1991; Harouse et al., 1991; 

McKeating et al., 1990; Yahi et al., 1992), a été recemment démontrée par les 

expériences de Callebaut et al. (1993). Leur étude montre que la molécule CD26, 

ou dipeptidyl peptidase IV (DPP IV), est le second récepteur cellulaire pour le 

VIH. Cette protéase dont l'expression augmente considérablement lors de 

l'activation des lymphocytes T (Mattern et al., 1991; Schôn et al., 1989), clive ses 

substrats au niveau de séquences d'acides aminés spécifiques qui ont été 

identifiées et qui sont hautement conservées au niveau de la boucle V3 du 

VIH-1, VIH-2 ainsi que des souches simiennes (Callebaut et al., 1993). Des 

anticorps monoclonaux (mAb) dirigés contre la molécule CD26 ainsi que des 

inhibiteurs peptidiques spécifiques (dont les séquences sont dérivées de la 

boucle V3) de cette protéase, particulièrement le tripeptide isoleucine-proline

isoleucine, inhibent à plus de 85% l'entrée du VIH dans les cellules CEM. Un 

pourcentage d'inhibition comparable a été obtenu lorsque des mAb dirigés 

contre la molécule CD4 ont été utilisés. Des résultats comparables ont été 

obtenus lorsque d'autres lignées cellulaires lymphoblastiques (MOLT4 et 

Jurkat) et monocytaire (U937) ont été utilisées. Par ailleurs, la co-expression des 

molécules CD4 et CD26 humaines dans des cellules murines (NIH 3T3) rend 
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celles-ci permissives à l'infection par le Vlli-1 et le VIH-2. La production virale 

à partir de ces cellules est plus élevée comparativement aux cellules NIH 3T3 

transfectées avec le gène codant pour le CD4 ou le CD26. Ces résultats 

expérimentaux suggèrent que la protéine cellulaire CD26 est un co-récepteur 

requis pour la pénétration du VIH dans les cellules CD4+ par son interaction 

avec la boucle V3. 

1.6 Les modes de transmission du VIH 

Au cours de la dernière décennie, le VIH et le syndrome qu'il induit se 

sont progressivement étendus à l'ensemble des continents sous la forme d'une 

pandémie frappant des millions d'hommes, de femmes et d'enfants. 

L'organisation mondiale de la santé estime que le nombre d'individus atteints 

se chiffre à au delà de 15 millions (OMS, 1992). Avant même que le VIH soit 

isolé, ses modes de transmission avaient déjà été établis. Des études 

épidémiologiques à l'échelle mondiale ont permis de mieux connaître ces 

modes de transmission qui sont regroupés en trois catégories principales: la 

transmission sexuelle, la transmission par voie sanguine et la transmission 

verticale d'une mère infectée à son enfant. En effet, les principaux véhicules de 

propagation du VIH sont le sang et les sécrétions sexuelles. Le virus est 

également détecté, mais en moindre quantité, dans la salive, les larmes, la 

sueur, l'urine et le lait maternel (Levy 1993). Cette quantité reste, cependant, 

au-dessous du seuil nécessaire pour provoquer l'infection. C'est ainsi que les 

contacts personnels étroits, autres que sexuels, avec des individus infectés ne 

présentent aucune preuve de transmission du VIH. Cependant, la capacité 

infectieuse d'une personne déjà atteinte, ou/et la susceptibilité de l'hôte au 

VIH peuvent être accrues en présence de facteurs concomitants tels que l'état 
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du système immunitaire, la virulence de la souche et la présence de lésions 

ainsi que des infections par d'autres microorganismes (Alexander, 1990). 

Le mode principal de transmission du VIH est la voie sexuelle. Les 

statistiques, rapportées par Santé et Bien-être Social Canada, estiment que ce 

type de transmission est responsable d'au moins 80% des cas de SIDA chez les 

hommes et 63% chez les femmes. Initialement décrite comme limitée aux 

contacts homosexuels, la transmission hétérosexuelle est maintenant bien 

documentée. Il est clairement établi que les relations sexuelles avec 

pénétration anale ou vaginale, qu'elles soient hétérosexuelles ou 

homosexuelles, peuvent transmettre le VIH. La fragilité naturelle des 

muqueuses génitales fait qu'elles sont souvant le siège de micro-lésions et de 

micro-inflammations. Ceci permet donc le contact du virus présent dans le 

liquide séminal (Alexander, 1990; Anderson et Pudney, 1992) ou les sécrétions 

vaginales (Alexander, 1990) avec le courant sanguin de la personne non

contaminée. Les relations anales seraient les plus infectantes car elles sont les 

plus traumatisantes. La présence d'ulcères génitaux ou d'autres inflammations 

favorisent aussi la transmission du VIH. Ces pathologies, non seulement 

perturbent l'intégrité de l'épithélium génital mais aussi peuvent augmenter la 

population de cellules cibles pour le VIH par le recrutement de lymphocytes et 

de macrophages en ces lieux. D'autres co-facteurs susceptibles de jouer un rôle 

dans la transmission du VIH ont été proposés. Ce sont le stade de l'infection 

ou de la maladie, le niveau d'expression virale systémique et les effets 

hormonaux du cycle menstruel (Miller et Gardner, 1991). Cependant, il a été 

démontré que le VIH est capable de franchir la barrière physique des 

muqueuses génitales même si celles-ci sont dépourvues de lésions. Stewart et 
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al. (1985) rapportent que certaines femmes ont été contaminées par le Vlli suite 

à des inséminations artificielles (une technique aucunement traumatisante), 

avec du liquide séminal d'un donneur infecté. Le liquide séminal est non 

seulement un réservoir du virus, mais il semble avoir aussi une activité 

immunosuppressive. Alexander (1988, 1990) rapporte une série d'expériences 

in vitro démontrant que le liquide séminal inhibe la transformation blastique 

et la synthèse du DNA induite par des mitogènes et des antigènes, supprime la 

réponse humorale des plasmocytes et inhibe l'activité cytotoxique des cellules 

NK. De plus, le liquide séminal contient une forte concentration de 

prostaglandines. L'absorption anale de ces substances est connue pour avoir un 

effet suppresseur sur la sécrétion de lymphokines et de monokines (Bray et al., 

1974; Kurland et al., 1978), sur l'activité cytotoxique médiée par les cellules Tet 

les cellules NK, ainsi que sur la fonction des macrophages (Alexander, 1990). 

Prises dans leur ensemble ces études indiquent que le liquide séminal diminue 

ou inhibe l'immunité au niveau des muqueuses génitales augmentant ainsi la 

probabilité d'infection. De plus, ces résultats peuvent aussi expliquer l'inégalité 

de la fréquence de transmission virale hétérosexuelle qui existe entre les deux 

sexes puisque le risque qu'une femme acquiert le Vlli d'un individu infecté est 

de huit à dix fois plus élevé comparé au risque de transmission de femme à 

homme (Forrest, 1992). 

La transmission du VIH par voie sanguine couvre la contamination par 

les produits sanguins, ou leurs dérivés, et la toxicomanie. La transmission du 

vœ, par des transfusions sanguines et/ ou l'injection de produits sanguins, est 

devenue aujourd'hui une éventualité exceptionnelle en raison du criblage 

obligatoire depuis novembre 1985 de tous les échantillons de sang (Hirsch et 
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Curran, 1990). Toutefois, le risque ne peut être totalement écarté car, le test 

étant basé sur la présence des anticorps anti-VIH, un donneur récemment 

infecté peut avoir un résultat négatif. 

Le partage d'aiguilles et d'accessoires contaminés par le VIH est 

responsable de la majorité des transmissions par voie parentérale. De plus, 

toute substance (drogue ou alcool par exemple) qui peut modifier la capacité 

d'un individu à prendre des mesures de prévention augmente aussi le risque 

de transmission du VIH. 

La transmission verticale du VIH d'une mère séropositive à son enfant 

peut avoir lieu in utero, pendant la grossesse à travers le placenta, intra partum 

(lors de l'accouchement) ou post partum par le lait maternel (Douglas et King, 

1992). La forme la plus fréquente d'acquisition du virus est lors du passage de 

l'enfant dans la filière génitale ou il est exposé au sang de la mère. En tenant 

compte des facteurs de risques impliqués dans la transmission verticale du VIH 

tels que l'anomalie du placenta et la virémie maternelle, une mère 

séropositive a de 15 à 40% de risque de transmettre l'infection à son bébé. 

1.7 Mécanismes impliqués dans la transmission sexuelle du VIH 

Dans le but de mieux étudier les mécanismes impliqués dans la 

transmission sexuelle du Vlli et de définir si celui-ci est capable de franchir la 

barrière physique des muqueuses, des modèles animaux ont été établis offrant 

un système contrôlé dans lequel une gamme de paramètres peuvent être 

étudiés. En 1986 Fultz et al. ont réussi à infecter un chimpanzé femelle suite à 

une exposition de la muqueuse vaginale à la souche LAV-1 du VIH 
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extracellulaire; une exposition parallèle des muqueuses orales avec la même 

souche n'a pas établi une infection. 

L'importance de la barrière physique représentée par les muqueuses 

génitales a été mise en évidence dans les travaux de Miller et al. (1989) et 

Cranage et al. (1992c) chez le rhésus macaque: entre leP à 104 unités infectieuses 

supplémentaires sont requises pour causer une infection à travers les 

muqueuses génitales (Miller et al., 1989) et colorectales (Cranage et al., 1992c); la 

dose virale requise pour une infection intraveineuse se situe entre une et dix 

unités infectieuses. Cette barrière physique ralentit la dissémination du virus. 

Lors d'une exposition génitale, les particules virales sont initialement limitées 

aux ganglions lymphatiques génitaux, au contraire, quand le virus est 

administré par voie intraveineuse il a accès à un grand nombre de tissus 

lymphoïdes. Cependant, dès que l'infection est établie, tous les animaux 

développement un syndrome d'immunodéficience, qu'ils aient été infectés par 

voie génitale ou intraveineuse. 

Bien que les modes de transmission du VIH soient établis, les 

mécanismes par lesquels le virus envahit les muqueuses commencent à peine 

d'être élucidés. Des études immunohistochimiques, pour révéler les 

caractéristiques morphologiques des parois génitales, ont été effectuées chez le 

macaque (Amerongen et al., 1991; Miller et al., 1992a,b,c) et la souris (Parr et al., 

1991; Parr et Parr, 1991). Les populations cellulaires qui ont été identifiées dans 

ces régions sont les lymphocytes T et B, les macrophages et les cellules de 

Langerhans/ dendritiques. Des analyses de biopsies de tissus cervicaux obtenus 

de femmes infectées au VIH (Pomerantz et al., 1988) et de macaques femelles 

infectées au SIV (Miller et al., 1992c) indiquent que les cellules infectées étaient 



22 

les lymphocytes T, les macrophages et les cellules de Langerhans. Etant donné 

que les macrophages et les cellules de Langerhans/ dendritiques sont des 

cellules présentatrices d'antigène, on a émis l'hypothèse à l'effet que ces 

cellules seraient les cibles primaires (Miller et al., 1992b) et les véhicules 

intermédiaires dans l'infection virale. Selon cette hypothèse, les cellules cibles 

infectées migrent aux ganglions lymphatiques génitaux où elles présentent 

l'antigène aux lymphocytes CD4+ initiant ainsi la réponse immune. Mais, 

comme ces cellules sont infectées, elles transmettent le virus aux lymphocytes 

T-C D 4 +. Le virus se réplique alors initialement dans les ganglions 

lymphatiques génitaux et migre aux ganglions lymphatiques proximaux et 

éventuellement, passant par le canal thoracique, va dans le courant sanguin. 

Une fois dans le courant sanguin, les particules virales infectent les tissus 

lymphoïdes systémiques (rate, thymus, moelle osseuse, ganglions 

lymphatiques) causant ainsi une infection systémique. 

Quant à la transmission du VIH par voie colorectale les expériences 

d'Amérogen et al. (1991) indiquent que la porte d'entrée du VIH, en ces lieux, 

serait les cellules M (figure 3). Dans cette étude, les chercheurs, utilisant des 

explants mucosaux de plaques de Peyer de souris et de lapin, démontrent que le 

VIH adhère à la membrane luminale des cellules M, est internalisé, puis livré 

aux espaces transépithéliaux qui contiennent des lymphocytes et des 

macrophages. Ce transport rapide du VIH à travers la mince barrière des 

cellules M, qui sont nombreuses au niveau des muqueuses rectales humaines, 

serait particulièrement efficace pour livrer les particules virales aux cellules 

cibles sous-jacentes. 
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Les cellules épithéliales colorectales semblent elles aussi jouer un rôle 

dans la transmission du VIH. Bourinbair et Phillips (1991) ont établi un 

système in vitro constitué d'un épithélium confluent originalement dérivé du 

petit intestin d'un fétus humain âgé de deux mois. Ils ont exposé ces 

entérocytes pendant des périodes variables à des promonocytes (Bourinbaiar et 

Phillips, 1991) ou des lymphocytes (Phillips et Bourinbaiar, 1992) infectés par le 

VIH ou à du virus extracellulaire. Leurs résultats suggèrent que le contact 

physique entre l'épithélium et les cellules infectées engendre un relargage 

directionnel de particules virales dans la zone inter-cellulaire. Les observations 

morphologiques indiquent que le virus séquestré dans ces lieux est internalisé 

par les cellules épithéliales (Bourinbaiar et Phillips, 1991). 

Lorsque les infections, de cellules à cellules, sont comparées aux 

infections par du VIH extracellulaire, ces dernières paraissent moins efficaces. 

Bien que les sécrétions génitales de patients infectés par le VIH contiennent du 

virus extracellulaire et intracellulaire, la contribution de chacune de ces formes 

dans la transmission virale par voie sexuelle reste controversée (Bourinbaiar et 

Phillips 1991; Miller et al., 1992a,b,c). 

Même si tous les mécanismes par lesquels le VIH peut envahir 

l'organisme ne sont pas connus, les résultats expérimentaux montrent 

clairement que le virus peut traverser la barrière physique que constitue les 

muqueuses génitales et colorectales. Il existe, cependant, un autre type de 

barrière auquel le virus doit se confronter. Celle-ci est de nature 

immunologique et joue un rôle important dans les défenses mucosales. La 

prochaine section sera consacrée à cette barrière immunologique qui est aussi 

appelée l'immunité mucosale. 
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2. LES MUQUEUSES ET L'IMMUNITE MUCOSALE 

Les muqueuses représentent la plus grande surface de contact entre 

l'environnement naturellement agressif et l'organisme. Chez l'homme cette 

superficie est au-delà de 400 m2; plus de deux cent fois la surface de la peau 

(Childers et al., 1989). Etant donné que la majorité des pathogènes rencontrés 

par l'organisme sont respirés ou ingérés, ces membranes épithéliales, qui 

recouvrent les différents conduits naturels en contact avec l'extérieur, ont 

élaboré des mécanismes très efficaces pour se protéger des agents pathogènes. 

L'anatomie même des muqueuses fait qu'elles agissent comme barrière 

physique. Ce rôle passif est complémenté par . un rôle plus dynamique de 

barrière immunologique. En fait, la plus grande composante du système 

immunitaire de l'organisme se situe au niveau des muqueuses. Le nombre 

total de cellules lymphoïdes, incluant les lymphocytes, plasmocytes et cellules 

accessoires dans la lamina propria et l'épithélium de l'intestin grêle humain 

est nettement supérieur au nombre de cellules présentes dans tous les autres 

tissus lymphoïdes pris dans leur ensemble. En effet, il existe environ 1010 

plasmocytes par mètre d'intestin grêle comparativement à 2,5 x 1010 

plasmocytes pour l'ensemble de la moelle osseuse, la rate et les ganglions 

lymphatiques (Brandtzaeg, 1989; Childers et al., 1989). 

L'immunité au niveau des muqueuses se présente sous deux aspects 

fonctionn~ls: l'immunité naturelle et l'immunité acquise. L'immunité 

naturelle est exercée par les cellules phagocytaires, les cellules NK ainsi que des 

facteurs solubles tels que le complément, l'interféron et les enzymes 

protéolytiques. Ce type d'immunité est constitutive, non spécifique et 
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n'augmente pas d'intensité suite à une réinfection. Par contre, l'immunité 

acquise est spécifique et augmente significativement d'intensité lors d'une 

réexposition à un microorganisme donné. Les principaux effecteurs et 

médiateurs de cette immunité sont les lymphocytes T et B ainsi que les 

immunoglobulines et les lymphokines sécrétées par ces cellules lorsqu'elles 

sont activées. Ces deux types d'immunité forment ensemble la barrière 

immunologique au niveau des muqueuses. 

L'existence d'une immunité protectrice mucosale (ou locale) a été 

initialement proposée en 1919 par Besredka qui observa que des lapins étaient 

protégés contre des dysentéries fatales suite à une immunisation orale avec le 

bacille shiga tué. De plus, cette immunité ne semblait pas être associée à 

l'immunité systémique. Depuis ces observations, un grand nombre d'études 

ont démontré que l'immunité au niveau des muqueuses joue un rôle 

primordial dans la protection et, est gérée par des mécanismes distincts de ceux 

impliqués dans l'immunité systémique. Dans le cadre de ce projet, nous avons 

analysé de plus près les différents modes d'induction d'une immunité 

spécifique au niveau des muqueuses. Comme l'immunité mucosale est 

principalement assurée par une classe particulière d'immunoglobulines, les 

IgA sécrétoires (lgA-5) nous introduirons brièvement le système responsable de 

leur induction. 

2.1 Le système immunitaire mucosal: sites inductifs et sites effecteurs 

Le système immunitaire mucosal (MALT: "mucosal-associated 

lymphoid tissue") regroupe l'ensemble des organes lymphoïdes annexés au 

tube digestif (GALT: "gut-associated lymphoid tissue"), aux voies respiratoires 
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(BALT: "bronchial-associated lymphoid tissue"), à la peau (SALT: "skin

associated lymphoid tissue") et aux voies urogénitales. ll existe des relations 

plus étroites entre les divers systèmes lymphoïdes associés aux muqueuses 

qu'entre le MALT et l'immunité systémique (Mestecky et McGhee, 1987). 

Le MALT peut être divisé en deux sites principaux: les sites inductifs et 

les sites effecteurs (figure 3). Les sites inductifs sont les endroits où l'antigène 

est rencontré et où les réponses immunes initiales sont induites. Les sites 

effecteurs, disséminés dans l'organisme, sont les lieux où les cellules 

sensibilisées, telles que les lymphocytes T et les plasmocytes producteurs 

d'anticorps ont migré et protègent les muqueuses contre l'invasion par les 

microorganismes. 

2.1.1. Les sites inductifs 

Les sites inductifs, situés dans les divers tissus lymphoïdes associés aux 

muqueuses, sont une source de précurseurs lymphocytaires capables de subir 

une stimulation directe par l'antigène, de proliférer et de migrer vers les sites 

effecteurs où ils se différentient en cellules immunocompétentes (Mestecky, 

1987) (figure 3). La majorité des études de ces régions ont été effectuées au 

niveau du GALT, qui est collectivement représenté par les plaques de Peyer, 

l'appendice et les petits nodules lymphoïdes (Mestecky et McGhee, 1987). Les 

sites majeurs d'induction d'une immunité mucosale sont les plaques de Peyer 

(PP). Leur morphologie et le cycle de migration des lymphocytes vont être 

brièvement expliqués en raison de leurs importance et aussi parce que les 

stratégies d'immunisation évaluées dans ce projet sont basées sur ces principes. 
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Les plaques de Peyer sont des amas de tissus lymphoïdes situés tout le 

long de l'intestin dans le tissu conjonctif sous-épithélial au niveau de zones 

dépourvues de villosité (Mestecky et Mc.Ghee, 1987). La structure des PP inclut 

une région en forme de dôme constituée de lymphocytes et de macrophages 

ainsi que des régions sous-jacentes riches en lymphocytes B et T (Mestecky et 

Mc.Ghee, 1987). L'épithélium recouvrant le dôme des PP est unique; il contient 

des cellules M ("Microfold" (M) ou "follicule associated epithelial (FAE) cells") 

qui sont capables de capter les antigènes de la lumière intestinale et de les livrer 

sans les dégrader aux tissus lymphoïdes sous-jacents (Kiyono et al., 1992; 

McGhee et Mestecky, 1990), où a lieu l'induction de la réponse immune. Ces 

tissus lymphoïdes contiennent des zones folliculaires ayant des centres 

germinatifs enrichis de lymphocytes B et des zones interfolliculaires T

dépendantes contenant toutes les sous-populations principales de lymphocytes 

T (MacDonald et Spencer, 1990; McGhee et Mestecky, 1990). Les centres 

germinatifs des PP contiennent un très grand nombre de cellules B porteuses 

d'IgA-membranaire, ce qui démontre leur importance dans la réponse 

mucosale. 

La relation entre les PP et la réponse immunitaire assurée par les IgA-S 

a été démontrée pour la première fois par les études de Craig et Cebra (1971) qui 

rapportèrent que les PP étaient des sources enrichies en cellules qui pouvaient 

transférer adoptivement une réponse en IgA quand elles étaient injectées à des 

récipiendaires irradiés. 
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2.1.2 Les sites effecteurs 

La présence d'immunoglobulines (des IgA-S en majorité) spécifiques 

d'un antigène donné, dans les sécrétions comme la salive, les larmes, le lait 

maternel et les sécrétions vaginales, en l'absence de stimulation locale appuie 

l'hypothèse selon laquelle ces anticorps seraient produits localement par des 

plasmocytes descendants de précurseurs qui ont été sensibilisés dans un site 

inductif (PP) et qui ont migré par la suite dans des tissus mucosaux éloignés 

(Childers et al., 1989) (figure 3). Ces observations ainsi que des études chez le 

lapin (Craig et Cebra, 1971) et plus récemment chez la souris (Bienenstock et 

Befus, 1980; Mestecky et McGhee, 1987) mettent en évidence un système 

mucosal commun lié par un cycle de migration des lymphocytes T et B 

indispensable au peuplement des sites effecteurs en cellules lymphoïdes 

matures. Ces sites, incluant la lamina propria des tractus gastro-intestinal, 

respiratoire et urogénital, ainsi que les glandes mammaires, salivaires et 

lacrymales, ont deuxcaractéristiques: a) ils contiennent des lymphocytes Tet B 

et un grand nombre de plasmocytes sécréteurs d'IgA, et, b) ils sont recouverts 

de cellules épithéliales qui produisent la pièce sécrétoire, requise pour le 

transport des IgA-polymériques dans les sécrétions externes. 

n faut bien préciser que, contrairement aux ganglions lymphatiques et à 

la rate, la différenciation terminale des précurseurs de plasmocytes sécréteurs 

d'anticorps n'a pas lieu au niveau des sites inductifs mais bien après la 

migration dans les sites effecteurs lointains (Mestecky et McGhee, 1987). A cet 

égard, Robertson et Cebra (1976) ont démontré l'importance des lymphocytes 

des PP dans la dissémination en utilisant des boucles iléales ligaturées chez le 

lapin. Ces chercheurs ont établi deux boucles iléales isolées dont une contenant 
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une PP, sans interrompre la circulation sanguine ou lymphatique. Après 

l'introduction de l'antigène dans la boucle porteuse de PP, une réponse en IgA 

était observée dans les deux boucles, tandis qu'aucune réponse immune n'était 

observée lorsque l'antigène était introduit dans la boucle exempte de PP. 

n apparait donc que, toutes les cellules immunocompétentes incluant 

les lymphocytes auxiliaires (CD4+CDS-), les cellules T-cytotoxiques (CD4-cDS+), 

les cellules B-IgA+ et les cellules présentatrices d'antigène (macrophages, 

cellules dendritiques, cellules B MHC-II+) sont présentes au niveau des sites 

inductifs et sont commises dans l'induction et la régulation de cellules 

effectrices, responsables des réponses humorales et cellulaires, qui assurent la 

protection au niveau des différents sites effecteurs (Kiyono et al., 1992; McGhee 

et Mestecky, 1990). Plus précisément, la réponse des lymphocytes B depuis la 

sensibilisation initiale, l'expansion clonale et la différenciation terminale en 

plasmocytes sécréteurs d'IgA est gouvernée par les lymphocytes T qui agissent 

soit directement sur les cellules Bou par l'intermédiaire de cytokines (IL-2, IL-4, 

IL-S et IL-6) (McGhee et Mestecky, 1990), de modulateurs endocriniens 

(cholescystokinin, estrogènes et corticostéroïdes) et de certains 

neurotransmetteurs (substance Pet VIP) (Kiyono et al., 1992). 

Pour atteindre et coloniser les sites effecteurs, les cellules T et B, une 

fois sensibilisées par l'antigène, quittent les sites inductifs par les vaisseaux 

lymphatiques afférents et gagnent les ganglions lymphatiques mésentériques. 

Là, il y a maturation des cellules. Pour les lymphocytes B ceci se traduit par une 

transformation en proplasmocytes renfermant des Ig-intracytoplasmiques 

(Mestecky et McGhee, 1987). Ces derniers gagnent par la suite la circulation 

systémique en empruntant les vaisseaux lymphatiques afférents drainés par le 
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canal thoracique. Enfin, les lymphocytes vont coloniser les sites effecteurs. 

Sous l'influence antigénique, il y a expansion clonale des cellules B puis 

production et sécrétion d'immunoglobulines. 

2.2 Les immunoglobulines dans les sécrétions mucosales: Structure 

et fonctions 

Des immunoglobulines de tous les isotypes ont été identifiées dans les 

sécrétions qui baignent les muqueuses. Leur formation et leur distribution 

relative, cependant, sont remarquablement différentes de celles mesurées dans 

le sérum. Les immunoglobulines de type IgA sont les anticorps les plus 

abondants dans les sécrétions externes. Un grand nombre d'études 

immunohistochimiques (Brandtzaeg, 1989; McGhee et Mestecky, 1990; 

Mestecky et McGhee, 1987) ont montré qu'environ 80% des plasmocytes 

présents dans les sites effecteurs des muqueuses secrètent des IgA. Ces 

anticorps sont localement produits et sécrétés par transport sélectif. Au 

contraire, la transsudation passive à partir du sérum plutôt que le transport 

actif des immunoglobulines dérivées du plasma est principalement 

responsable de la présence d'IgA monomériques, IgG, IgD et IgE dans les 

sécrétions (McGhee et Mestecky, 1990). 

2.2.1 Structure des IgA-S 

Les immunoglobulines d'isotype IgA sont divisées en deux sous-classes: 

les IgA1 et IgA2, qui ont une distribution caractéristique dans l'organisme. Les 

IgA sériques sont pour l'essentiel des IgA1, monomériques, tandis que les IgA2, 

pour la plupart dimériques, sont prédominants au niveau des muqueuses 
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respiratoires, gastro-intestinales, urogénitales ainsi que dans le lait maternel (le 

colostrum notamment), la salive et les larmes (Childers et al., 1989). 

A l'instar des autres immunoglobulines les IgA-S sont constitués de 

deux chaînes lourdes a et deux chaînes légères (1C ou Â) liées entre elles par des 

ponts disulfures. Une caractéristique des IgA est leur habilité de former des 

polymères en vertu d'une extension c-terminale de la chaîne a contenant un 

groupement cystéine qui participe à la formation de ponts disulfures entre deux 

monomères (Mestecky et McGhee, 1987). Les IgA polymériques (pigA) sont 

souvent sous forme de dimères, quoique, des trimères, tétramères et 

pentamères sont aussi produits mais en plus faibles quantités. Dans leur forme 

sécrétée les IgA-S sont associés avec deux polypeptides: la chaîne Jet la pièce 

sécrétoire (SC). Ces molécules sont synthétisées dans des cellules différentes. 

La chaîne J, élaborée dans les plasmocytes, s'attache d'une façon covalente à la 

portion Fe de l'IgA formant ainsi un pont disulfure. La pièce sécrétoire, une 

glycoprotéine dont la synthèse a lieu dans les cellules épithéliales, est enroulée 

en écharpe autour des fragments Fe des immunoglobulines (Mestecky et 

McGhee, 1987). Des études immunochimiques chez l'homme et le lapin 

(Mestecky, 1987) suggèrent que les plgA sont assemblés à partir des sous-unités 

monomériques à l'intérieur des plasmocytes sous-épithéliaux sécréteurs d'IgA, 

avant l'acquisition de la pièce sécrétoire et le transport dans les sécrétions 

externes. Le modèle de transport des anticorps dans les sécrétions externes est 

un processus actif. Brièvement, la pièce sécrétoire, exprimée à la surface 

basolatérale des cellules épithéliales, fonctionne comme récepteur pour les 

plgA qui s'unit par son fragment extra-cellulaire au complexe !gA-chaîne J, 

élaboré par les plasmocytes de la sous-muqueuse. L'ensemble SC-IgA-chaîne J 
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est intemalisé par la cellule épithéliale et migre vers le pôle apical de celle-ci 

pour être finalement excrété dans la lumière mucosale. L'ensemble des étapes 

impliquées dans ce transport actif se produit en 30 à 60 minutes environ 

(Mestecky et McGhee, 1987). Des études sur la cinétique de l'acheminement des 

anticorps monoclonaux depuis le sérum jusqu'aux sécrétions mucosales 

(Mazanec et al., 1987, 1989) montrent que les pigA sont véhiculés par un 

transport actif. Notamment, Renegar et Small (1991b) rapportent que les plgA 

sont transportés de 10 à 100 fois plus efficacement comparé aux anticorps 

monomériques (mlgA et IgG1) ayant la même spécificité antigénique. 

2.2.2 Fonctions des IgA-S. 

Les IgA sécrétoires jouent un rôle important dans l'immunité 

mucosale parce qu'ils sont présents au site de contact initial de l'agent 

pathogène et, par conséquent, représentent la première ligne de défense contre 

les infections. 

Le caractère multimérique des IgA leur permet d'avoir une plus grande 

affinité et avidité pour l'antigène ainsi qu'un pouvoir neutralisant plus élevé 

que les monomères correspondants. L'importance de la structure moléculaire 

des IgA-S dans la neutralisation virale a été montrée dans les études avec le 

virus influenza A (Taylor et al., 1987). Taylor et al. (1987) ont comparé le 

pouvoir neutralisant d'IgA-S inactes, avec les mêmes IgA-S après leur 

dissociation en monomères. Les IgA-S anti-HA intactes empêchèrent 

l'attachement viral tandis que les IgA monomériques permirent l'attachement, 

la pénétration et l'accumulation du génome viral dans les cellules. 
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De plus, la résistance de ces molécules à la dégradation protéolytique, 

conférée par la pièce sécrétoire, préserve leurs fonctions biologiques et ainsi 

leur donne des avantages fonctionnels. 

Par ailleurs, les IgA-S jouent un rôle important dans le maintient de 

l'intégrité des surfaces mucosales. Les complexes immuns formés par 

l'association des IgA-S aux antigènes sont incapables d'activer le complément 

(ni par voie classique, ni par voie alterne) (McGhee et Mestecky, 1990) et ainsi 

préviennent les réactions inflammatoires locales. 

La première démonstration que les immunoglobulines de type IgA 

exercent une action protectrice contre les infections microbiennes a été établie 

par les travaux de Mazanec et al. (1987). Ces chercheurs rapportèrent qu'une 

instillation nasale d'IgA monoclonaux, spécifiques du virus de Sendai, 

protègua les souris contre une épreuve virale intra-nasale. Renegar et al. 

(1991a; 1991b) ont également fait, chez la souris, un transfert passif d'IgA 

polymériques spécifiques pour l'hémaglutinine Hl du virus influenza et ils 

ont obtenu une protection contre une épreuve intra-nasale avec le virus 

homologue. Cette protection était abolie en administrant par voie intra-nasale 

un antisérum dirigé contre la chaîne a des IgA. 

Le rôle protecteur des IgA-S a été appuyé par les études de Winner et al. 

(1991), qui développèrent une stratégie d'immunisation passive au niveau des 

surfaces mucosales qui mime de près la production et la sécrétion normale des 

IgA-S dans les muqueuses. Ces chercheurs ont produit des hybridomes 

sécréteurs d'IgA polymériques à partir de la fusion de cellules sécrétrices d'IgA, 

provenant des PP, avec une lignée myélomateuse. Lorsque l'hybridome sous-
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cutané ("back pack tumors") est introduit dans des souris syngéniques, il induit 

un transport continu d'IgA polymériques monoclonaux dans les sécrétions 

mucosales. Par ce modèle d'immunisation, le rôle protecteur des IgA-S contre 

des infections mucosales virales (Weltzin et al,. 1989) et bactériennes (Michetti 

et al., 1992; Steffen et Ebersole, 1992), a été démontré. 

Récemment, l'efficacité protectrice des IgA anti-virus de Sendai a été 

comparée à celle des IgG suite à une application topique d'anticorps 

monoclonaux dans le tractus respiratoire de souris (Mazanec et al., 1992b). Les 

résultats expérimentaux indiquent que les IgA et IgG avaient une efficacité 

équivalente quant à la protection lors d'une épreuve virale intra-nasale. Ainsi, 

le rôle protecteur des IgA-S n'est pas seulement relié aux fonctions inhérentes 

de ces immunoglobulines, puisque les anticorps monoclonaux de type IgA et 

IgG sont également efficaces pour protèger contre une infection virale intra

nasale (Mazanec et al., 1992b), mais, repose également sur l'existence d'un 

transport transépithélial des IgA polymériques, qui n'est pas disponible aux 

autres immunoglobulines monomériques (Mazanac et al., 1992a). 

Même si le rôle protecteur des IgA-S est bien établi, les mécanismes par 

lesquels ces molécules parviennent à prévenir l'infection commencent à peine 

à être élucidés. Le mécanisme classique de neutralisation pour les IgA-S ainsi 

que pour les autres immunoglobulines est l'attachement des anticorps à la 

surface du pathogène prévenant ainsi son attachement et son internalisation 

dans les cellules de l'épithélium mucosal. Récemment, Kaetzel et al. (1991) ont 

proposé un autre mécanisme par lequel les IgA peuvent protéger les 

muqueuses. Ils ont démontré in vitro que des complexes antigène-IgA 

pouvaient être transportés à travers des cellules épithéliales depuis la surface 
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basolatérale jusqu'à la surface apicale. Mazanec et al. (1992a) ont proposé un 

troisième mécanisme: la neutralisation intracellulaire. ll est connu que les 

muqueuses épithéliales sont la porte d'entrée d'un grand nombre de 

microorganismes, notamment les virus. Sachant que les virus sont des 

parasites intracellulaires obligatoires et étant donné que les plgA sont 

transportés à travers les cellules épithéliales, il est possible que les plgA 

puissent se complexer avec les protéines virales nouvellement synthétisées à 

l'intérieur des cellules épithéliales infectées prévenant ainsi l'assemblage et le 

relargage des virions. En effet, quand des feuillets de cellules polarisées 

(exprimant le récepteur pour les immunoglobulines polymériques) sont 

infectées sur la surface apicale avec le virus de Sendai et que des IgA 

monoclonaux anti-virus Sendai sont ajoutés à la surface basolatérale, des 

complexes intracellulaires !gA-protéines virales peuvent être localisés après un 

certain temps (Mazanec et al., 1992a). 

Un grand nombre d'études soulignent le rôle primordial du MALT 

dans la protection contre des infections mucosales. Une meilleure 

compréhension de son fonctionnement nous permettra de tirer avantage de ce 

système dans le but ultime de protéger l'organisme contre les infections 

transmises par voie mucosale. Etant donné que la voie sexuelle représente le 

mode principal de transmission du VIH, une immunité mucosale pourrait 

s'avérer essentielle à la protection contre l'infection. 
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3. PROPHYLAXIE 

Face à la propagation mondiale du Vlli et à l'issue fatale de la maladie 

qu'il induit, une des priorités internationales est de définir et mettre au point 

des interventions et des approches efficaces destinées à combattre et à prévenir 

l'infection virale. Les médicaments pour traiter les infections opportunistes, 

qui sont la conséquence de la défaillance progressive du système immunitaire, 

réussissent à prolonger la vie des personnes infectées, mais, malheureusement, 

il n'existe jusqu'à présent aucun traitement permettant la guérison de la 

maladie et l'infection. Seule la prévention de l'infection virale initiale peut 

arrêter la progression de cette pandémie. Les deux façons d'atteindre cet objectif 

sont l'éducation et la vaccination. 

Le défi auquel fait face les programmes d'éducation et de 

renseignements est de modifier, à l'échelle mondiale, le comportement des 

individus. Ce défi est encore plus grand lorsque l'on considère les complexités 

sociales, économiques, religieuses, culturelles et politiques qui existent dans les 

différents pays. Malgré les efforts nationaux et internationaux de prévention 

et de contrôle du SIDA, cette maladie reste encore un problème mondial. Bien 

que la diffusion des renseignements soit indispensable, un vaccin efficace 

représente certainement l'arme la plus importante pour freiner cette 

pandémie. 

3.1 Défis dans le développement d'un vaccin an ti-VIH 

Dans toutes les approches thérapeutiques ou de prophylaxie, les 

caractéristiques biologiques et moléculaire de l'agent pathogène doivent être 
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prises en considération. Il existe plusieurs défis dans le développement d'un 

vaccin anti-VIH. Entre les différents isolats viraux il existe un haut degré de 

polymorphisme génétique surtout à l'intérieur du gène codant pour les 

protéines virales de l'enveloppe. Des rapports récents indiquent que la 

variation in vivo du VIH-1 est très rapide. Le taux de mutation du virus est 

estimé être entre 0,1 à 1% par année (Nowak et al., 1991). C'est ainsi qu'un 

nombre relativement grand de variants génétiques évoluent en parallèle et 

coexistent pendant l'infection chronique (Fisher et al., 1988; Saag et al., 1988). 

Bien que la variabilité du Vlli ne peut être négligée, elle ne représente pas un 

défi insurmontable dans le développement d'un vaccin anti-VIH. 

Notamment, le poliovirus et tous les autres virus à RNA subissent des 

variations antigéniques aussi fréquentes que le VIH et pourtant il existe 

d'excellents vaccins protecteurs. 

Par ailleurs, un vaccin contre le VIH doit induire une réponse 

immunitaire, non seulement contre le virus mais également contre les cellules 

infectées. A cet égard, le transfert du Vlli de macrophages à des lymphocytes a 

été démontré par Gupta et al. (1989). De plus, le Vlli est transmis de monocytes 

ou de lymphocytes à des cellules épithéliales pendant un contact entre les 

cellules (Phillips et Bourinbaiar, 1992). Dans ces deux études, la présence 

d'anticorps neutralisants ne bloquent pas le transfert du virus. Les résultats 

morphologiques (Bourinbaiar et Phillips, 1991; Phillips et Bourinbaiar, 1992) 

suggèrent que le contact physique entre les cellules infectées et l'épithélium 

engendre un relargage directionnel de particules virales. Celles-ci sont alors 

internalisées par les cellules épithéliales. 
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Une autre caractéristique du Vlli qui rend difficile la production d'un 

vaccin est qu'une fois le génome proviral intégré dans le chromosome hôte, il 

échappe au système immunitaire puisqu'il demeure sous forme de DNA

proviral. 

Parmi d'autres défis dans le développement d'un vaccin contre le VIH 

est l'absence d'un modèle animal qui nous permettrait d'évaluer le pouvoir 

protecteur des préparations vaccinales. Le chimpanzé est l'espèce animale la 

plus proche de l'homme qui peut être infecté par le VIH. Toutefois, bien que 

des anomalies immunologiques soient observées, les animaux ne développent 

pas la maladie. A ce jour, le macaque représente le modèle animal le mieux 

connu. En effet, on peut observer l'apparition d'une pathologie similaire au 

SIDA après infection par le SIV. L'avantage de ce modèle est que l'on peut, 

non seulement vérifier la prévention de l'infection suite à une vaccination et à 

une épreuve virale, mais aussi d'étudier la prévention ou le délai dans le 

développement de la maladie. 

Malgré ces défis, un grand nombre de modèles expérimentaux de 

vaccins, contre le VIH, le SIV et le FIV, sont évalués présentement: 1) les 

particules virales atténuées, ou 2) inactivées, 3) les virus recombinants 

exprimant certains gènes du VIH, 4) les peptides synthétiques dans des épitopes 

choisis, 5) les anticorps anti-idiotypiques, 6) les sous-unités virales naturelles et 

recombinantes et les immunosomes-Vlli et -SIV. 
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3.2 Epitopes antigéniques du VIH 

De nombreux épitopes antigéniques ont été identifiés au niveau des 

protéines structurales et de régulation du VIH. Parmi ceux-ci, un grand 

nombre se sont montrés capables de stimuler le système immunitaire par 

l'induction d'anticorps neutralisants, l'activation de lymphocytes T

cytotoxiques ainsi que par la cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps 

(ADCC: "antibody dependant cell cytotoxicity"). D'autres épitopes, cependant, 

sont impliqués dans l'induction de phénomènes immunopathologiques 

néfastes à l'organisme tels que la synthèse d'anticorps facilitants (Robinson et 

al., 1988) qui potentialisent l'infection virale à faibles dilutions, la production 

d'anticorps impliqués dans les réponses autoimmunes (Golding et al., 1989) et 

l'anergie des lymphocytes T (Fauci, 1988). A la lumière de ces observations, il 

faut s'assurer, dans la conception de vaccins sous-unitaires, que les domaines 

du VIH qui donnent lieu à des réponses protectrices soient présents, tandis que 

ceux qui induisent des effets non désirables soient exclus. Si l'on pouvait 

déterminer pour chaque protéine du VIH les épitopes indispensables à son 

activité vaccinale, on pourrait théoriquement envisager de fabriquer un vaccin 

réduit à ses unités minimales. 

Les glycoprotéines de l'enveloppe du VIH, la gp120 et la gp41, sont des 

cibles majeures dans la stimulation du système immunitaire. La gp120, qui est 

responsable de la reconnaissance du récepteur cellulaire et de l'induction 

d'anticorps neutralisants, est particulièrement intéressante. Un épitope très 

important dans la gp120 est le déterminant principal de neutralisation (PND: 

"principal neutralizing determinant"), situé au niveau de la troisième boucle 

hypervariable du VIH (V3) (aa: 308 à 338). Bien que cette boucle soit variable, 
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un tétrapeptide, Gly-Pro-Gly-Ar~ à la région centrale ainsi que deux résidus de 

cystéine à la base de la boucle sont hautement conservés d'une souche du VIH 

à l'autre. La boucle V3 est une région fonctionelle importante du VIH; sa 

délétion conduit à la génération d'un virus qui a perdu son infectivité. De 

plus, des mutations à l'intérieur de cette région produisent un virus dont 

l'infectivité est considérablement réduite (Bolognesi, 1990). Il a été rapporté 

que des anticorps monoclonaux spécifiques de la boucles V3 avaient une 

activité neutralisante (Broliden et al., 1990; Durda et al., 1990; Gorny et al., 1991; 

Unsley et al., 1988; Matsushita et al., 1988; Ohno et al., 1991; Skinner et al., 1988). 

Des immunisations de lapins, avec un peptide de 13 acides aminés ou avec 

l'hexapeptide Gly-Pro-Gly-Arg-Ala-Phe de la boucle V3, ont induits la 

production d'anticorps capables de neutraliser des isolats divergeants du VIH 

(Javaherian et al., 1992a). De plus, des anticorps anti-idiotypiques 

monoclonaux, image interne du PND, ont induit la production d'anticorps 

neutralisants chez le lapin (Fung et al., 1990). Récemment, l'étude de Callebaut 

et al. (1993) suggère que la boucle V3 interagirait avec la molécule CD26, un co

récepteur pour l'entrée du Vlli dans la cellule hôte. En effet, des peptides dont 

la séquence en acides aminés était identique à des régions conservées de la 

boucle V3 du VIH-1 et VIH-2, bloquent l'activité enzymatique du CD26 et 

empêchent la pénétration du virus dans la cellule hôte. 

L'activité neutralisante observée dans les sérums de patients infectés 

par le VIH-1 est principalement dirigée contre la boucle V3 (Bottiger et al., 1990; 

Kenealy et al., 1989). Cette région ainsi que le segment c-terminal de la gp120 

sont les sites les plus immunogéniques de la glycoprotéine chez les patients 

infectés (Mathiesen et al., 1989; Wahren et al., 1989). La glycosylation des 
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protéines virales semblerait aussi définir des régions de neutralisation étant 

donné que des anticorps monoclonaux dirigés contre la chaîne 

oligosaccharidique peuvent inhiber l'infection au VIH in vitro (Hansen et al., 

1990, 1991). Kang et al. (1991) ont rapportés que, dans des pools de sérums de 

patients infectés par VIH-1, les anticorps dirigés contre la région V3 sont plus 

efficaces dans la neutralisation comparativement à des anticorps neutralisants 

dirigés contre d'autres épitopes de la gp120. La délétion de un ou plusieurs 

domaines variables de la gp120, incluant de la région V3, montrent qu'au 

moins deux autres de ces domaines sont capables d'induire des anticorps 

neutralisants in vivo (Haigwood et al., 1990). Lorsque toutes les régions 

hypervariables sont délétées, l'antigène qui résulte est incapable de stimuler la 

synthèse d'anticorps neutralisants. Jusqu'à présent, la p17 est la seule protéine, 

autre que la gp160/120, qui a montré un potentiel d'induire des anticorps 

neutralisants (Papsidero et al., 1989; Sarin et al., 1986). 

La cytotoxidté cellulaire dépendante des anticorps spécifiques au Vllf a 

été observée dans la majorité des sérums d'individus infectés par le Vllf-1. Les 

cellules activées, qui expriment les antigènes du vœ à leur surface, sont des 

cibles possibles pour l'ADCC. Ainsi les produits des gènes gag et pol, qui ne 

sont généralement pas exprimés à la surface des cellules cibles, sont 

vraisemblablement peu impliqués dans l'ADCC. Au contraire, plusieurs 

épitopes linéaires inducteurs de l'ADCC ont été identifiés dans la gp41 (Evans 

et al., 1989; Corny et al., 1989; Tyler et al., 1989) et dans la gp120 (Lyerly et al., 

1987) particulièrement au niveau de la boucle V3( Broliden et al., 1990; Uou et 

al., 1989). 
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Enfin, plusieurs épitopes viraux, capables de stimuler les cellules T

cytotoxiques, ont été identifiés au niveau des produits des gènes env (Clerici et 

al., 1991; Dadaglio et al., 1991; Hammond et al., 1991; Johnson et al., 1992c; Plata 

et al., 1989; Siliciano et al., 1988; Takahashi et al., 1991), gag (Claverie et al., 1988; 

Gotch et al., 1990; Johnson et al., 1991; Koenig et al., 1990; Uttaua et al., 1991; 

Nixon et al., 1988, 1991), pol (Hosmalin et al., 1990; Walker et al., 1989) et nef 

(Culmann et al., 1989, 1991; Hadida et al., 1992; Koenig et al., 1990). 

L'identification des épitopes antigéniques du VIH-1 ainsi que leurs 

fonctions immunologiques ont permis, non seulement de mieux comprendre 

la relation Vlli/système immunitaire, mais aussi de concevoir des candidats 

vaccinaux an ti-Vlli et de développer des meilleures stratégies de vaccination. 

3.3 Stratégies de vaccination 

3.3.1 Particules virales atténuées 

Les vaccins atténués, pour usage humain, sont des souches virales 

ayant perdu toute leur pathogénicité. L'atténuation est le résultat d'une 

accumulation de mutations dans les gènes responsables de la virulence. Etant 

donné que ces mutants peuvent se répliquer dans l'organisme sans pour autant 

causer la maladie, la réponse immunitaire qu'ils induisent est de longue durée. 

Présentement R.D. Desrosiers (1992) et son équipe développent des 

souches virales VIH et SIV qui possèdent des délétions génomiques multiples 

dans le but d'étudier, chez des primates non-humains, l'efficacité d'un vaccin 

atténué. Ces mutants possèdent des délétions au niveau des gènes auxiliaires 

(nef, vpr, vif, vpx, vpu) et de certains éléments de contrôle dans la région des 
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LTR. Cette approche est fondamentalement différente de l'approche 

d'atténuation classique, où les mutants sont sélectionnés suite à des passages en 

séries en cultures de cellules ou chez un nouvel hôte (Girard et al., 1989). Dans 

l'approche classique, la perte de la virulence est le résultat d'accumulations de 

mutations. En général, les déterminants moléculaires précis, responsables de 

cette perte ne sont pas ou que partiellement connus. Au contraire, la méthode 

que proposent Desrosiers et ses collaborateurs repose sur des délétions de 

séquences précises. Notamment, une délétion dans le gène nef du SIVmac 239 

se traduit par la production d'un virus qui persiste dans l'organisme au delà 

d'un an et induit des titres très élevés d'anticorps spécifiques au SIV (Kestler et 

al., 1991). De plus, Daniel et al. (1992), utilisant cette approche, ont récemment 

montré que des macaques vaccinés avec un mutant SIV ayant une délétion au 

niveau du gène nef, sont protégés contre une épreuve virale homologue. 

Cependant un vaccin atténué ne peut être considéré comme sécuritaire. 

Même si un virus non pathogène est créé, personne ne connaît les effets à long 

termes de la présence de rétrovirus dans l'organisme. Le génome des virus 

atténués peut s'intégrer dans le génome de l'hôte et ainsi établir une 

persistance. Une réversion à la virulence ou l'insertion possible de gènes 

promoteurs avec une activation subséquente de proto-oncogènes cellulaires 

ainsi qu'une recombinaison génétique suite à une infection avec un virus 

sauvage font que ce type de vaccin ne peut être considéré comme un candidat 

pour des essais cliniques. 
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3.3.2. Particules virales inactivées 

Les vaccins inactivés sont constitués de particules virales dont la 

virulence a été supprimée par inactivation chimique (formol, P-propiolactone) 

ou physique (rayonnements ou chaleur) (Girard et al., 1989). Une fois inactivés, 

les virions sont incapables de se multiplier mais leur protéines constitutives 

conservent, en partie, leur pouvoir immunogénique. Les résultats d'essais de 

vaccination dans plusieurs modèles animaux, utilisant un vaccin inactivé se 

sont avérés très prometteurs. Chez le macaque, des immunisations 

intramusculaires avec du SIV inactivé ont protègé les animaux contre une 

épreuve virale avec 0,1 à 10 DICTso de la souche virale sauvage homologue 

administrée par voie intramusculaire ou intraveineuse (Carlson et al., 1990; 

Cranage et al., 1992b; Desrosiers et al., 1989; Murphey-Corb et al., 1989; Putkonen 

et al., 1991; Stott et al., 1991b; ). Une protection contre une épreuve virale avec 

un virus hétérologue a aussi été rapportée (Cranage et al., 1992a,1992b; 

Murphey-Corb et al., 1992; Johnson et al., 1992a; Putkonen et al., 1992). 

Desrosiers et al. (1989) rapportent que, 10 à 18 mois post-infection, les macaques 

vaccinés qui avaient été infectés étaient vivants et n'avaient aucun signe 

clinique du SIDA simien. Au contraire, dans cette même période, neuf des dix 

macaques témoins étaient morts de la maladie. Des résultats rapportés par 

d'autres groupes de chercheurs (Marthas et al., 1989; Miller et al., 1989; 

Murphey-corb et al., 1992; Sutjipto et al., 1990) semblent indiquer que la 

vaccination, même si elle n'est pas protectrice, réduit la charge virale et ainsi 

prolonge la survie des macaques. 

Malgré les résultats très positifs obtenus lorsque le SIV inactivé a été 

utilisé à titre de vaccin, certaines observations ont mis en doute son efficacité. 
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En effet, dans la plupart des études (Carlson et al., 1990; Cranage et al., 1992a,b; 

Desrosiers et al., 1989; Johnson et al., 1992a; Murphey-Corb et al., 1989, 1992) les 

épreuves virales ont été effectuées dans des conditions optimales c'est à dire 

quelques semaines après la dernière immunisation, au sommet de leur 

réponse immunitaire. D'autre part, les épreuves virales ont été effectuées avec 

une faible dose de virus homologue infectieux (jusqu'à 10 DICTso). Ces 

conditions ne reflètent pas nécessairement ce qui a lieu lors d'une infection 

naturelle: la protection établie a été contre une épreuve IV mais pas contre une 

épreuve intravaginale qui est la voie principale de transmission du Vlli. Par 

ailleurs, l'interprétation des résultats de protection conférée par les 

immunisations avec du SIV inactivé a été mise en doute par l'étude de Stott et 

al., (1991) qui indique qu'il existe une forte corrélation entre la protection in 

vivo et les niveaux d'anticorps dirigés contre les cellules C8166 sur lesquelles le 

virus a été produit. En effet, dans leur étude, deux des quatre macaques 

cynomolgus immunisés avec ces cellules, à titre de témoin, ont été protégés 

contre une épreuve virale par voie IV avec du virus extracellulaire. Quoique 

le titre des anticorps spécifiques aux protéines virales soit plus élevé que celui 

des anticorps spécifiques aux contaminants cellulaires, Murphey-Corb et 

a/.(1992) n'ont pas pu établir une corrélation entre la protection et les titres 

d'anticorps spécifiques aux composantes virales ou cellulaires. A la lumière de 

ces données, certaines études de vaccination doivent être interprétées avec 

précaution. 

Des études de protections ont aussi été rapportées dans le modèle 

chimpanzé/ Vlli (Fultz et al., 1992; Girard et al., 1991, 1992). Cependant, étant 

donné la complexité des protocoles d'immunisation et l'utilisation de 



46 

plusieurs types de vaccins (virus inactivé, protéines recombinantes et peptides 

synthétiques), il a été difficile de déterminer lequel des antigènes a 

principalement contribué à la protection. Soulignons aussi que l'épreuve a été 

par voie IV. Chez le chat également, des immunisations avec du FIV inactivé 

ou des cellules infectées et fixées à la paraformaldéhyde ont protégé les 

animaux contre l'infection virale (Yamamoto et al., 1991, 1993). Yamamoto et 

al., (1993) ont rapporté une protection de 90% contre une épreuve virale par 

voie intrapéritonéale chez des chats immunisés avec des cellules infectées 

inactivées ou du virus FIV extracellulaire homologue ou hétérologue. Les 

chercheurs remarquèrent que la protection semblait être reliée au taux 

d'anticorps dirigés contre les glycoprotéines de l'enveloppe. 

Un inconvénient majeur qui fait que la vaccination avec du VIH 

inactivé n'est pas présentement considérée pour usage humain est la possibilité 

d'une infectivité résiduelle due à l'inactivation incomplète de la préparation 

vaccinale. 

3.3.3 Virus recombinants 

Les techniques du génie génétique ont permis la création de particules 

virales chimères ayant des propriétés intéressantes pour la vaccination. La 

méthode consiste à insérer dans le génome d'un virus "vecteur" un ou 

plusieurs gènes provenant d'un autre virus ou d'une autre cellule. Le virus 

recombinant ainsi crée exprime l'antigène codé par le gène étranger dont il est 

porteur (Girard et al., 1989). L'avantage d'un virus recombinant est sa grande 

immunogénicité par rapport aux vaccins inactivés puisque la réplication du 

virus entraîne une synthèse des antigènes viraux qui stimulent 
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continuellement le système immunitaire. Cette approche est utilisée pour le 

développement de vaccins recombinants du VIH. Différents vecteurs 

d'expressions sont présentement évalués incluant: le virus de la vaccine (Hu 

et al., 1987), le poliovirus (Evans et al., 1989), l'adenovirus (Natuk et al., 1992; 

Nowak et al., 1991), le virus de l'hépatite B (Michel et al., 1990; Schlienger et al., 

1992), le rétrotransposon Ty de la levure (Griffiths et al., 1991) et le BCG 

(Mycobacterium bovis bacillus Calmette-Guérin) (Aldovini et al., 1991; Fuerst et 

al., 1992). 

Les immunisations initiales de chimpanzés utilisant le virus de la 

vaccine contenant le gène de la gp160 ont stimulé une réponse humorale et 

cellulaire très prononcée contre la gp160 (Mattews et Bolognesi 1988) mais 

n'ont pas protégé les animaux suite à une épreuve expérimentale 

intraveineuse avec le VIH (Hu et al., 1987). L'immunité protectrice induite par 

cette approche de vaccination a été démontrée, quelques années plutard, par Hu 

et al. (1992). Dans cette étude, des macaques ont été immunisés par scarification 

de la peau avec le virus recombinant de la vaccine exprimant le gène de la 

gp160 puis ont reçu deux rappels, par voie intramusculaire, de gp160 

partiellement purifiée, produite dans des cellules d'insectes infectées par un 

bacculovirus recombinant. Deux semaines après le dernier rappel, le titre 

d'anticorps neutralisants avait augmenté par un facteur de 20. Quatre 

semaines aprés la dernière immunisation, les macaques, éprouvés par voie IV 

avec une faible dose de virus infectieux homologue, ont été protégés contre 

l'infection. Dans une étude analogue (Ahmad et al., 1993), les immunisations 

n'ont pas protégé les macaques de l'infection mais la virémie observée chez ces 

aminaux a été quatre à cinq fois inférieure à celle des macaques témoins non-
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vaccinés. Girard et al. (1991) ont aussi rapporté un délai dans le développement 

de l'infection au Vlli chez un chimpanzé vacciné avec le virus recombinant de 

la vaccine, exprimant le gène de la gp160, qui avait été ultérieurement 

immunisé avec des antigènes recombinants purifiés (gp160, Gag, Nef et ViO et 

du peptide V3 couplé au KLH. Par ailleurs, Cranage et al. (1992b) ont 

récemment rapporté une protection de macaques immunisés avec des cellules 

infectées par le virus recombinant de la vaccine exprimant le gène gag puis 

éprouvés avec du virus extracellulaire. 

Cependant, il ne faut pas perdre de vue les inconvénients qui existent 

dans ce type de vaccination. Les vecteurs d'expression ne sont pas 

complètement avirulents. Ceci pourrait causer des complications sérieuses 

quand ils sont administrés à des personnes immuno-compromises. De plus, 

l'efficacité des vecteurs lors des immunisations ultérieures peut être 

compromise par des réponses immunes dirigées contre les vecteurs même. 

3.3.4 Peptides synthétiques 

Les peptides synthétiques se sont avérés un outil indispensable dans le 

développement de vaccins sous-unitaires. D'une part, ils ont été utilisés pour 

identifier les épitopes linéaires antigéniques de plusieurs agents pathogènes et 

d'autrepart, ils ont été évalués à titre de vaccin. Au cours des dernières années, 

il y a eu de grands progrès dans le développement de peptides synthétiques 

capables de conférer une réponse immune protectrice in vivo (Kast et al., 1991; 

Snijder et al., 1991). Un grand nombre de peptides synthétiques correspondant 

à différentes régions des protéines du VIH-1 ont été synthétisés et évalués 

quant à leur pouvoir d'induire une immunité protectrice in vivo. La plupart 
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des études rapportées (se référer à la section 3.2) se sont concentrées sur la 

boucle hypervariable V3 qui possède, non seulement des épitopes de 

neutralisation, mais aussi des sites reconnus par les cellules T cytotoxiques et 

l'ADCC. 

L'induction d'une immunité protectrice in vivo suite à des 

immunisations avec des peptides synthétiques a été évaluée récemment par 

Shafferman et al. (1991). Des macaques ont été vaccinés avec des peptides 

correspondant à différentes régions des glycoprotéines du SIV qui montraient 

une immunogénicité et une haute homologie avec les séquences 

correspondantes du VIH. Ces peptides, produits comme des protéines de 

fusion associées à la (3-galactosidase, ont induit la synthèse d'anticorps 

neutralisants chez les macaques vaccinés mais n'ont pas protégé ces derniers 

contre une épreuve expérimentale avec du SIV. Malgré l'absence de 

protection, la virémie a été plus faible voire même transitoire comparée à celle 

des animaux témoins. 

Bien que l'utilisation des peptides synthétiques comme vaccins se soit 

avérée très prometteuse dans plusieurs systèmes, aucune étude in vivo jusqu'à 

présent, a réussi à démontrer le rôle protecteur de peptides synthétiques dérivés 

d'épitopes antigéniques du VIH ou du SIV. 

3.3.5 Anticorps anti-idiotypiques 

Nombreuses sont les études qui montrent que les anticorps anti

idiotypiques (anti-Id) peuvent induire une immunité protectrice contre 

plusieurs agents infectieux (Grzych et al., 1985; Jackson et al., 1990; Kennedy et 
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al., 1986; McNamara et al., 1984; Sacks et al., 1982; Stein et Soderstrom 1984). Le 

principe de ce type de vaccination repose sur la génération 

d'immunoglobulines anti-Id qui sont l'image interne de l'antigène. Cette 

approche a été explorée dans le développement d'un vaccin contre le VIH. 

Deux stratégies peuvent être envisagées. La première serait de produire des 

anti-Id qui sont l'image interne de la gp120, la molécule qui reconnait le 

recepteur cellulaire. Utilisés comme vaccin ces anti-Id stimuleront, 

théoriquement, la synthèse d'immunoglobulines qui pourraient neutraliser 

l'infectivité du VIH en bloquant l'interaction gp120-CD4 (Kennedy et Attanasio 

1990). L'autre stratégie serait d'immuniser les individus avec des anticorps 

anti-CD4. Cette vaccination induira la synthèse d'immunoglobulines anti

idiotypiques qui seraient l'image interne de la molécule CD4. Ces anticorps 

pourraient alors s'attacher aux glycoprotéines virales et ainsi neutraliser les 

virus circulants (Kennedy et Attanasio 1990). En effet, l'immunisation de 

souris avec une immunoglobuline anti-CD4 a induit la synthèse d'anticorps 

capables d'inhiber la formation de syncytia de cellules infectées par le VIH-1 et 

le VIH-2 (Chanh et al., 1987, Dalgleish et al., 1987, 1988). Cependant, ce type 

d'immunisation pourrait aussi induire des anticorps capables d'interférer avec 

le fonctionnement du CD4 (Haynes 1993) ou d'être impliqués dans des 

séquelles autoimmunes (Karpatkin et Nardi, 1992; Karpatkin et al., 1992). Des 

immunoglobulines dirigées contre les anticorps anti-idiotypiques seront aussi 

produites rendant ainsi la vaccination inefficace. Les études sur cette approche 

vaccinale doivent être approfondies. 
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3.3.6 Sous-unités virales naturelles et recombinantes 

Les antigènes viraux peuvent être isolés à partir d'une production 

virale in vitro sur des lignées cellulaires ou synthétisés par génie génétique. 

Les principaux systèmes d'expressions qui ont été utilisés dans la synthèse des 

antigènes du VIH incluent les baculovirus, Echerichia coli, les levures, et les 

cellules de mammifères (cellules CHO: "chinese hamster ovary") (Crowl et al., 

1985; Homsy et al., 1987; Larder et al., 1987). Les modifications post

traductionnelles, telles que la glycosylation, la myristylation et la 

phosphorylation des protéines exprimées sont très importantes et peuvent 

jouer un rôle immunomodulateur. Ainsi le système d'expression doit être 

choisi avec précaution pour assurer les modifications appropriées des protéines 

exprimées. 

Le rôle majeur des glycoprotéines purifiées du Vlli dans leur pouvoir 

d'induire une immunité protectrice a été rapporté pour la première fois par 

Berman et al. (1990). Dans cette étude, des chimpanzés immunisés avec la 

gp120 purifiée, exprimée dans des cellules CHO, ont été protégés contre une 

épreuve virale avec du virus homologue. Des études analogues chez le 

macaque n'ont pas été aussi prometteuses (Cranage et al., 1992b; Stott et al., 

1991). Notamment, Cranage et al. (1992b) rapportent que des macaques 

immunisés avec la glycoprotéine recombinante (gp160 ou gp130/140) n'ont pas 

été protégés contre une épreuve expérimentale avec du SIV, même si les titres 

d'anticorps circulants neutralisants étaient plus élevés que ceux des macaques 

protégés, vaccinés avec du SIV inactivé. En dépit de ces résultats, plusieurs 

groupes de chercheurs incluent dans leurs régimes d'immunisation la gp160 
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ou la gp120 purifiées (Ahmad et al;, 1993; Fultz et al. 1992; Girard et al., 1991; Hu 

et al., 1992). 

Un inconvénient dans l'utilisation de protéines isolées comme vaccins 

est leur faible immunogénicité comparée à une quantité équivalente de ces 

protéines lorsqu'elles sont associées à des particules virales. En effet, 

l'immunogénicité des déterminants antigéniques dépend, non seulement de la 

séquence en acides aminés (déterminants continus), mais aussi à la structure 

tridimensionelle (déterminants discontinus) de la protéine. Généralement, 

lors de l'extraction et la purification des protéines de l'enveloppe d'un virus, il 

y a une perte de l'immunogénicité. L'absence de la membrane lipidique pour 

assurer la conformation native des protéines semble être responsable de cette 

perte d'immunogénicité (Perrin et al., 1984; Thibodeau et al., 1984, 1989). Cette 

hypothèse a été confirmée par l'étude sur le pouvoir immunogénique de la 

protéine G du virus de la rage (Perrin et al., 1985a,b). Lorsque la protéine G est 

injectée à des souris, elle est peu immunogène. Son immunogénicité est 

fortement augmentée lorsque celle-ci est incorporée dans un double feuillet 

phospholipidique pour former des immunosomes. L'analogie structurale 

entre les liposomes et les membranes biologiques fait que ces vésicules sont un 

vecteur adéquat pour les protéines virales. En effet, l'injection 

d'immunosomes à des souris stimule une forte production d'anticorps 

neutralisants qui protègent les animaux contre une dose léthale de virus 

rabique lors d'une épreuve expérimentale. La technologie des immunosomes 

s'est révélée une approche fort intéressante dans la mise au point d'un vaccin 

sous-unitaire anti-VIH utilisant les glycoprotéines gp160/120 du virus. Les 

études de la réponse humorale de souris injectées avec des immunosomes ou 
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les glycoprotéines purifiées démontrent que les animaux immunisés avec les 

immunosomes-Vlli (IMS-VIH) ont des titres en anticorps neutralisants 2 à 30 

fois supérieurs à ceux induits par l'injection d'une quantité équivalente de 

glycoprotéines purifiées (Thibodeau et al., 1989). 

Etant donné que le VIH est principalement transmis par les contacts 

sexuels, L. Thibodeau et collaborateurs (1991, 1992a, 1992b) évaluent, depuis 

récemment, le potentiel des IMS-VIH à induire une réponse mucosale contre le 

VIH, utilisant comme modèle animal la souris et le lapin. Leurs expériences 

préliminaires (Thibodeau et al., 1991, 1992a) ont montré que des contacts 

répétés des muqueuses orales avec l'IM:5-VIH pouvaient induire la production 

d'anticorps spécifiques du VIH dans la salive. Ce type d'immunisation était 

également capable de sensibiliser le système immunitaire à une réponse 

systémique précoce suite à une immunisation par voie parentérale avec une 

faible dose d'antigène. Des titres très élevés d'anticorps sériques (lgA, IgG et 

IgM) spécifiques du Vlli étaient observés; ceux-ci étaient capables de neutraliser 

l'infectivité du virus in vitro. Des études subséquentes (Coutsinos et 

Thibodeau, 1993; Thibodeau et al., 1992b) ont montré qu'il était possible 

d'induire, à la fois, une forte réponse systémique ainsi que des IgA-S au niveau 

des muqueuses par un protocole à deux ou trois interventions. 

Particulièrement, ces travaux indiquaient que les immunisations mucosales 

semblaient être indispensables pour le développement d'une réponse immune 

locale. En effet, des protocoles d'immunisation, dont les interventions étaient 

par voie parentérale uniquement s'étaient montrés inefficaces dans la 

stimulation de l'immunité mucosale. Par ailleurs, les immunisations par voie 

intraluminale (IL), effectuées dans le cadre de ces expériences, montraient 
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l'importance de la sensibilisation des plaques de Peyer dans la stimulation de 

l'immunité mucosale. Cette observation indiquait le potentiel des capsules 

entériques comme vaccin oral que les auteurs proposent comme voie 

d'immunisation chez le lapin et le macaque. Enfin, Thibodeau et al. (1992b) et, 

Coutsinos et Thibodeau (1993) soulignent que la voie et le protocole 

d'immunisation sont des paramètres importants à considérer dans 

l'évaluation de protocoles donnés pour induire les réponses immunes à la fois 

mucosale et systémique. 

Par ailleurs, l'efficacité des liposomes, comme vecteurs, dans 

l'induction d'une réponse mucosale contre Streptococcus mutans (S.mutans) a 

été évaluée chez le rat. Dans ce modèle animal. des immunisations intra

gastriques avec des liposomes associés à des protéines antigéniques de 

(S.mutans) ont stimulé la synthèse d'IgA salivaires anti-S.mutans avec une 

grande efficacité ainsi que la réduction du pourcentage de cette bactérie dans les 

plaques dentaires comparé aux animaux qui ont reçu les antigènes seuls 

(Michalek et al., 1992). 

Les microsphère biodégradables représentent une autre approche 

vaccinale qui s'est avérée efficace dans la stimulation du système immunitaire 

(McGhee et Mestecky, 1990; Mestecky et Elridge, 1991). Le principe consiste à 

encapsuler l'antigène à l'intérieur de matériaux biodégradables et 

biocompatibles comme les polymères DL-PLG ("poly-oL-lactide-co-glycolide"). 

L'avantage que les microcapsules partagent avec les immunosomes est qu'elles 

peuvent être utilisées comme vecteurs de médicaments et porteurs d'antigènes 

viraux in vivo. Utilisant comme vaccin du SIV inactivé microencapsulé, 

Marx et al. (1993) ont été les premiers à rapporter une protection de macaques 
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femelles contre une épreuve virale expérimentale intravaginale avec du SIV 

homologue. Dans cette étude, des protocoles d'immunisation parentéral

mucosal ont été entrepris où les macaques ont reçu, dans une période de deux 

ans, trois lM suivi par trois immunisations intra-gastriques (IG) ou 

intratrachéales (IT). Deux autre groupes de macaques ont reçu, dans cette 

même période des vaccinations IM ou orales. Suite à une première épreuve 

expérimentale intravaginale, cinq des six macaques des protocoles parentéral

mucosal, le macaque du protocole IM-IM ainsi que un sur quatre macaques 

témoins négatifs ont été protégés contre l'infection tandis que tous les animaux 

du protocole oral-oral ont été infectés. Les macaques protégés ont par la suite 

reçu un vaccin de rappel et ont été éprouvés une deuxième fois par la même 

voie. Trois des quatres macaques des protocoles parentéral-mucosal ont été 

protégés contre cette deuxième épreuve, tandis que le macaque du protocole 

IM-IM a été infecté. La présence d'anticorps spécifiques du VIH dans les 

sécrétions vaginales des macaques protégés de l'épreuve expérimentale 

indiquent que l'immunité mucosale a été stimulée. Cette étude montre la 

nécessité d'inclure des immunisations mucosales dans les protocoles 

d'immunisations anti-VIH. 

Jusqu'à présent, la plupart des études vaccinales qui ont rapporté une 

protection contre une épreuve expérimentale avec du VIH, SIV ou FIV ont 

suivi un protocole d'immunisation parentéral. Or, il est connu que ce régime 

d'immunisation stimule la synthèse d'anticorps sériques mais est peu efficace 

dans la génération d'une protection au niveau des muqueuses. Par ailleurs, 

l'importance de l'immunité mucosale dans la protection contre les infections 

acquises par les muqueuses est bien documentée. Basé sur ces données et 
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compte tenu de la transmission sexuelle du VIH et la pertinence de l'immunité 

mucosale, une bonne stratégie de vaccination devrait conduire à l'induction 

d'une immunité mucosale en plus d'une immunité systémique. Peu de 

travaux ont été publiés concernant les conditions optimales d'immunisation 

soit, le protocole, la fréquence, l'intervalle et la durée des interventions, ainsi 

que la dose antigénique et la voie d'immunisation. Dans le cadre de ce projet, 

nous avons évalué ces paramètres dans le but de stimuler le système 

immunitaire dans sa totalité et surtout d'induire une immunité locale au 

niveau des muqueuses génitales. 



MATERIEL ET METHODES 
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1. ETAPES PRINCIP ALES 

Utilisant l'immunosome-VIH à titre de vaccin expérimental contre le 

vœ, nous avons évalué dans ce projet différents paramètres d'immunisation 

dans le but d'induire une immunité mucosale associée à une forte immunité 

systémique. Diverses voies et protocoles d'immunisation ont d'abord été 

évalués chez la souris et, par la suite, chez le lapin. Parmi les différentes voies 

qui ont été analysées citons les immunisations mucosales: orale, intravaginale 

et intraluminale (par capsules entériques ou par laparotomie) et les 

immunisations parentérales: intramusculaire et intrapéritonéale. Le nombre 

de vaccinations ainsi que les intervalles entre chacune d'elles ont été évalués. 

Les réponses immunes humorales et mucosales de même que l'activité 

neutralisante des anticorps produits (pour certains protocoles) ont été 

quantifiées et comparées. Les protocoles qui se sont avérés les plus intéressants 

dans le modèle souris ont été, par la suite, repris et élaborés chez le lapin. 

2. PRODUCI10N ET PURIFICATION DES GLYCOPROTEINES VIRALES 

gp160/120 

2.1 Infection des cellules CEM par le VIH-1 et production virale 

Les glycoprotéines virales, nécessaires à la production de notre vaccin 

sous-unitaire, l'immunosome-VIH, ont été isolées et purifiées à partir de 

productions virales dans des cellules permissives à l'infection au Vlli. Les 

conditions expérimentales pour obtenir un rendement maximal en gp160/120 

ont préalablement été définies dans notre laboratoire. 
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La souche du VIH utilisée dans ces expériences, LAI, provient du 

laboratoire du Dr. Luc Montagnier. Le virus est produit sur des cellules CEM 

T4 clone 13 (Institut Pasteur, France); ce sous-clone est dérivé d'une lignée de 

lymphocytes de stade blaste II, isolée d'une culture de globules blancs recueillis 

du sang périphérique d'une fillette atteinte de leucémie aigüe (Foley et al. 1965). 

Lors de la production virale à l'échelle préparative, les cellules CEM 

sont ajustées à une concentration de 5x105 cellules/mL et sont cultivées dans 

des bouteilles de culture en pyrex de 4 litres (Bellco Glass, N.J., E.U.) sous 

agitation constante pendant trois jours à 37"C. La suspension cellulaire est, par 

la suite, centrifugée à 1000 x g durant 10 minutes et le culot cellulaire (1,8x109 

cellules) est infecté par le VIH-1 à un indice de multiplicité (MOI) de 0,002 

DITC50. Après une heure de contact à 37"C, un volume de 3,6 L de milieu de 

croissance (la composition duquel est décrite à l'annexe II) est ajouté pour 

respecter la concentration cellulaire initiale. L'incubation se poursuit sous 

agitation constante à 37•c pendant 3 jours. Au troisième jour, l'agitation est 

arrêtée et la moitié du surnageant est remplacé par du milieu de croissance frais 

sans sérum fœtal bovin. L'incubation se poursuit durant 24 heures. Les 

surnageants récoltés au troisième et quatrième jours post-infection sont utilisés 

pour l'isolement et la purification des glycoprotéines. 

2.2 Isolement des glycoprotéines virales 

Le virus et les protéines virales qui sont présents dans les surnageants 

clarifiés de cellules infectées, sont précipités au sulfate d'ammonium, 

(NH4hS04, à 70% de saturation à o·c sous agitation constante. Après une 

heure, le mélange est recueilli et centrifugé à 10000xg pendant 30 minutes. Les 
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culots de protéines sont dissouts dans du PBS, dialysés contre ce même tampon 

durant environ une semaine et conservés à -7o·c jusqu'au moment de la 

purification. 

2.3 Purification des glycoprotéines virales 

La purification des glycoprotéines s'effectue par ultracentrifugation sur 

un gradient de densité de saccharose. Cette technique permet la séparation 

d'un mélange viral en fonction de la densité de flottaison de chacune des 

composantes. 

Dans le but de solubiliser les membranes virales, les surnageants, 

préalablement précipités au sulfate ammonique, sont traités par le 13-D-octyl

glucopyranoside (OGP: Boehringer Mannheim, Qué., Canada) et l'acide 

désoxycholique (DOC: Sigma, St Louis, MI, E.U.) dilués dans un tampon Tris 50 

mM, pH 7,4, pour obtenir une concentration finale de 2% et 1% des détergents 

respectifs. Après une incubation de 30 minutes à 2o·c suivie de 30 minutes à 

1o·c, la préparation est déposée sur des gradients linéaires de saccharose de 60 à 

8% et centrifugée à 25000 rpm et 4 ·c pendant 44 heures (Beclanan LB-80, rotor 

SW-28). Les gradients sont, par la suite, fractionnés par le bas à raison de 1,5 mL 

par fraction. Les glycoprotéines gp160/120 migrent dans les fractions 10 à 13, ce 

qui correspond à une concentration en saccharose de 30 à 35% soit à une densité 

de 1,12 à 1,16 g/mL. Ces fractions sont regroupées et dialysées pendant une 

semaine dans l'eau distillée-déionisée puis contre du PBS dilué 1/50 additionné 

de PMSF (fluorure de phénylméthylsulfonyle: Boehringer Mannheim, Qué., 

Canada). Les glycoprotéines purifiées sont lyophilisées et conservées dans un 

dessicateur à 4 ·c. Elles sont reconstituées avec du PBS stérile au moment de 



leur utilisation. 

2.4 Caractérisation des protéines virales gp160/120 

2.4.1 Evaluation de la concentration en protéines par 

spectrophotométrie 
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La quantification des protéines est effectuée par une technique 

colorimétrique sensible et très rapide. Celle-ci, initialement développée par 

Bradford en 1976, repose sur le changement différentiel de l'absorption 

maximale d'une solution acide de bleu de coomassie G-250, passant de 465 à 595 

nm, suite aux interactions avec les groupements aminés libres des protéines. 

L' absorbance des échantillons à 595 nm est directement proportionnelle à la 

concentration en protéines, en autant que cette dernière ne dépasse pas le seuil 

critique. 

Pour chaque expérience, une courbe étalon doit être établie à partir 

d'une solution d'albumine bovine sérique (BSA: BioRad, CA, E.U.) de 1 

mg/mL. La concentration exacte en protéine de cette solution est évaluée par le 

coefficient d'extinction molaire selon la relation: concentration en protéines 

(J.Lg/mL ) = (183A23o) -(75,8A26o), A correspondant à la densité optique de 

l'échantillon à 230 nm et 260 nm. Des dilutions de la solution d'albumine 

sérique bovine (BSA) sont effectuées dans du PBS de façon à obtenir les 

concentrations 0 - 10 - 20 - 40 - 60 - 80 - 100 J.Lg de protéines dans 100 J.LL de 

solution. Pour les échantillons dont la concentration en protéines est 

inconnue, des volumes de 25 - 50 - 75 J.LL sont prélevés et complétés à 100 JJ.L 

avec du PBS. A ce volume on ajoute 5 mL du réactif Bio-Rad (Richmond, CA, 
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E.U.) préalablement dilué 1/5 dans l'eau distillée-déionisée et filtré sur papier 

Whatman numéro 1 pour enlever les particules en suspension. Après une 

incubation de 15 minutes à la température de la pièce, l'absorbanœ est mesurée 

à 595 nm dans des cuvettes de quartz, au spectrophotomètre (PMQ3 Zeiss, 

Allemagne). La concentration en protéines des échantillons est alors 

déterminée par référence à la portion linéaire de la courbe étalon. 

2.4.2 Electrophorèse sur gel de polyacrylamide 

Le principe de l'électrophorèse repose sur la migration de particules 

chargées, en fonction de leur poids moléculaire, sous l'influence d'un champ 

électrique. Cette technique est utilisée pour faire des analyses qualitatives 

incluant: la présence d'une protéine, l'évaluation de son poids moléculaire et 

son degré de pureté. 

Dans le cadre de ces expériences, l'électrophorèse en système discontinu 

est utilisée selon la méthode décrite par Laemmli (1970). La préparation des 

gels et des différents tampons est détaillée à l'annexe Ill. La concentration en 

polyacrylamide des gels de séparation varie entre 8 à 12% selon la taille des 

protéines à analyser; celle du gel de regroupement est constante à 4%. Les 

plaques de verres (18 x 16 cm: Canberra-Packard, Canada) séparées de barres 

d'espacement de 1,5 mm d'épaisseur, sont montées pour obtenir des gels ayant 

les dimensions 16 cm x 14 cm x 1,5 cm. Ces plaques sont préalablement lavées à 

l'acide sulfochromique (Fisher Scientific, NJ, E.U.) et rincées à l'eau distillée

déionisée puis à l'éthanol 70%. 

Au cours de chaque électrophorèse, des standards de masse moléculaire 
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connue (BioRad, CA, E.U.) doivent être utilisés comme référence. La 

concentration de ces standards est calculée de façon à appliquer 0,2 J,l.g de 

protéine par bande observée sur le gel. La concentration en protéine des 

échantillons à analyser est effectuée par le test décrit au paragraphe précédent. 

A un volume de 45 Jl.L d'échantillon (10 J,l.g), on ajoute 20 J,l.L d'une solution de 

saccharose à 40% et 45 Jl.L du tampon Tris base 5 mM, pH 7,0, contenant du SDS 

0,5%, du ~-mercaptoéthanol 2,5% et du glycérol 5%. Les protéines sont 

dénaturées par chauffage à 100"C durant 5 minutes. Lorsque les échantillons 

sont refroidis, on ajoute 20 Jl.L d'une solution de bleu de bromophénol 0,005% 

dilué dans du saccharose 40% et on les dépose dans les puits du gel. Les gels 

sont immergés dans un réservoir (Hoefer Scientific Instruments, SE 600, CA, 

E.U.) rempli du tampon Tris base 25 mM, pH 8,5, contenant du SDS 0,1% et de 

glycine 192 mM. Un voltage constant de 100 volts (générateur de puissance: 

Pharmacia EPS 500/400) est initialement appliqué à travers les gels pendant une 

heure. Ceci permet le regroupement des protéines des différents puits au 

niveau du gel de séparation. Le voltage est ensuite baissé à 65 volts et 

l'électrophorèse se poursuit pendant 15 heures. La migration des protéines est 

arrêtée lorsque le front de migration atteint environ 5 mm du bas du gel. Les 

protéines ainsi séparées, sont révélées par coloration à l'argent selon la 

méthode décrite par Merrill et al. (1981). Cette étape se déroule sous agitation 

constante, à l'abri de la lumière, dans des plateaux en polyéthylène. Les 

protéines sont d'abord fixées sur le gel pendant une heure dans un mélange de 

méthanol 50% et d'acide acétique 10%. Après trois lavages consécutifs de 20 

minutes, les gels sont placés dans un bain oxydant de bichromate de potassium 

3,4 mM et d'acide nitrique 3,2 mM pendant 5 minutes puis rincés à l'eau 

distillée-déionisée trois fois durant 5 minutes. Les gels sont alors placés, durant 
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30 minutes, dans une solution de nitrate d'argent 12 mM puis rincés à l'eau 

distillée-déionisée à trois reprises durant une minute. Enfin, la révélation des 

protéines s'effectue en plaçant le gel dans une solution fraîchement préparée de 

carbonate de sodium 280 mM qui contient 0,05% de formaldéhyde. Les gels 

sont alors rincés à trois reprises durant 30 secondes avec 50 mL de cette solution 

puis sont laissés dans celle-ci entre 5 à 10 minutes selon la concentration des 

protéines et l'intensité de la coloration désirée. La coloration est arrêtée par 

l'immersion du gel dans une solution d'acide acétique à 3% pendant au moins 

10 minutes. 

3. PREPARATIONS VACCINALES 

3.1 Production des immunosomes-VIH 

La production des immunosomes-VIH se fait en deux étapes: la 

préparation des vésicules phospholipidiques, ou liposomes, suivi par l'ancrage 

des glycoprotéines du VIH (gp 160/120) à la surface de ces dernières. 

Les liposomes composés de phosphatidylcholine (PC) et de cholestérol 

(Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL, E.U.) dans un rapport molaire 7 : 1 sont 

préparés dans un appareil Lipoprep (Dianorm, Munich, Allemagne), un 

dialyseur dont le débit et la température sont ajustés à 1 mL/min et 4o·c, 
respectivement. Une solution lipidique est d'abord préparée en diluant, à la 

température de la pièce et à l'abri de la lumière, 63 Jlmol de PC et 9 J,J.mol de 

cholestérol dans de l'OGP 200 mM dilué dans du PBS sans Ca++ ni Mg++ à pH 

7,4. Le volume final de cette solution est de 6,0 mL et la concentration en 

lipides de 12 Jlmol/mL. La préparation lipidique préchauffée à 4o·c est injectée 
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dans la cellule de l'appareil Lipoprep et dialysée contre du PBS sans Ca++ ni 

Mg++ pendant 24 heures. Cette dialyse continue entraîne la formation de 

liposomes par le retrait de l'OGP du mélange lipides-détergent. Les liposomes 

ainsi formés sont centrifugés pendant dix minutes à 1000 rpm et 4 ·c (Sorvall 

RC-SB, rotor SS-34) afin d'éliminer les particules insolubles, puis sont 

conservés à 4 ·c. 

Dans la production d'immunosomes, les protéines virales et les 

liposomes préformés sont utilisés dans un rapport 500 J.Lg de protéines pour 2 

J.Lmol de lipides. Les liposomes sont fluidifiés par l'addition d'OGP à une 

concentration finale de 3 mM. Parallèlement, les glycoprotéines purifiées sont 

dissociées par l'addition d'OGP à une concentration finale n'excédant pas 100 

mM. Après trente minutes d'incubation à la température de la pièce, les 

complexes protéines-détergent sont combinés aux liposomes fluidifiés, puis le 

mélange est placé dans une membrane de cellulose (Spectrum Medical 

Industries, CA, E.U.), préalablement traitée au glycérol à 20%, et mis à dialyser 

durant 24 heures à 4 ·c contre un gradient linéaire décroissant d'OGP (de 10 

mM à 0 mM) dilué dans du PBS sans Ca++ ni Mg++ et additionné de tréhalose 

0,3%. L'élimination progressive du détergent permet l'incorporation des 

glycoprotéines dans le double feuillet phospholipidique des liposomes. Les 

immunosomes ainsi formés sont dialysés durant 72 à 96 heures contre du PBS 

sans Ca++ ni Mg++ additionné de tréhalose à 0,3%. 

3.2 Caractérisation des immunosomes 

Les immunosomes sont analysés par les méthodes décrites aux 

paragraphes 2.4.1 et 2.4.2 . Leur morphologie est évaluée par microscopie 
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électronique, leur pureté par électrophorèse sur gel de polyacrylamide et leur 

antigénicité par un test immunoenzymatique ELISA (décrit au paragraphe 7.1} 

en utilisant des sérums d'animaux hyperimmunisés avec les glycoprotéines 

virales ainsi que des sérums humains reconnus positifs pour les antigènes du 

VIH. 

3.3 Préparation des capsules entériques 

Les capsules entériques sont conçues pour résister au pH acide de 

l'estomac et aux enzymes protéolytiques mais peuvent se désintégrer et libérer 

leur contenu dans le milieu alkalin de l'intestin grêle. Leur préparation 

s'effectue en deux étapes: l'incorporation de l'antigène lyophilisé dans des 

capsules de gélatine, suivie par un enrobage de chacune d'entre elles. Chaque 

capsule est remplie du mélange antigénique composé de 100 IJ.g 

d'immunosome-VIH lyophylisé et 170 mg de saccharose et tréhalose en 

proportions égales. Les capsules sont par la suite enrobées individuellement de 

trois couches d'une préparation à base de cellulose qui les rend résistantes au 

milieu acide de l'estomac et aux enzymes protéolytiques. Une fois enrobées les 

capsules sont conservées à 4 ·c dans un déssicateur. La résistance du produit 

final est évalué dans des solutions de PBS ayant des pH variés. Dans les 

solutions acides ou neutres, les capsules restent intactes tandis qu'elles se 

désintègrent complètement dans les solutions alkalines. 

3.4 Préparation des suppositoires vaginaux 

Les suppositoires préparés pour les immunisations intravaginales de 

lapin sont à base de glycérine/glycérol. Chaque suppositoire est composé de 
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lOOJ.Lg d'IMS-VIH (soit 200J.LL d'une solution de 500 J,Lg/mL) et 150 J.LL du 

mélange glycérine/ glycerol pour obtenir un volume total de 350 J.LL. Le rapport 

antigène/glycérine/glycérol est tel que les suppositoires sont solides à la 

température ambiante mais se désintègrent à la température corporelle. Lors 

de la préparation des suppositoires, le mélange glycérine/ glycérol est chauffé à 

environ 4o·c, soit à une température inférieure à la température de transition 

des phospholipides qui constituent les immunosomes, et ce, pour empêcher la 

décomposition de ces derniers. La solution finale est distribuée à raison de 350 

J.LL dans des seringues de 1 mL qui servent de moule. Une fois solidifiés les 

suppositoires sont conservés à 4 ·c. 

La cinétique de dégradation des suppositoires a été vérifiée en les 

plaçant dans la paume d'une main humectée avec du PBS. Cet environment 

humide tente de simuler l'environment vaginal. Au bout d'une heure, les 

suppositoires sont complètement fondus. 

4. MODELE ANIMAL 

4.1 La souris 

Des souris BALB/c femelles (Charles River, St Constant, Qué.) de 18 à 20 

grammes, âgées d'environ huit semaines et exemptes de tout germes 

pathogènes sont maintenues dans des micro-isolateurs pendant la durée des 

expériences. De la nourriture pasteurisée (Prolab, de Charles River) et de l'eau 

traitée par osmose renversée, acidifiée (pH 3,4) puis stérilisée leur sont fournies 

ad libitum. Pour éviter les risques de contamination des animaux, toutes les 

interventions expérimentales s'effectuent sous des hottes biologiques. 
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4.2 Le lapin 

Des lapins femelles "White New Zealand" (Ferme de Sélection 

Cunipur, St-Valérien, Qué.) de poids variant entre 2 et 3 kg et âgés d'environ 

dix semaines sont gardés dans les conditions conventionnelles d'animalerie. 

De la nourriture pasteurisée (Rabbit Chow, Purina, Charles River) et de l'eau 

filtrée à travers un filtre de 0,22 J.lm leur sont fournies ad libitum. 

S. IMMUNISA TI ONS DES ANIMAUX 

Différentes stratégies d'immunisation ont été entreprises, chez la souris 

et le lapin, afin de stimuler une immunité mucosale associée à une forte 

immunité systémique. Dans le cadre de ce travail, les immunosomes-VIH 

(IMS-VIH) sont utilisés comme vaccin. Ces derniers sont substitués par du 

tampon phosphate stérile sans Ca++ ni Mg++ pour les témoins négatifs. Les 

voies d'immunisation évaluées sont les suivantes : orale, intravaginale (IVa), 

intraluminale (par laparotomie (IL) ou par capsules entériques (Caps)) 

intramusculaire (lM), intrapéritonéale (IP) et intradermique (ID). 

5.1 Immunisations mucosales 

5.1.1 Immunisation orale 

L'immunisation orale est effectuée au moyen d'une seringue 

(Monoject, St-Louis, MI, E.U.) au bout de laquelle est placée une aiguille 

nourricière(20Gll/2); Popper and Sons, N.Y., E.U.). Cette dernière est 

appropriée pour ce type d'immunisation puisque son extrémité est arrondie 

prévenant ainsi les blessures au niveau des muqueuses buccales. Lors de 
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l'immunisation, l'aiguille nourricière est délicatement introduite dans la 

bouche de l'animal et l'antigène (doses variables d'IMS-VIH) est lentement 

injecté par petits volumes (environ 10 J..LL à la fois). Le déplacement simultané 

de l'aiguille assure que les muqueuses buccales sont entièrement recouvertes 

de l'antigène. Pour les témoins négatifs, un volume équivalent de PBS stérile 

sans Ca++ ni Mg++ est administré. 

5.1.2 Immunisation intravaginale 

Etant donné la contrainte physique des dimensions du vagin de souris, 

ce type d'immunisation a été effectué chez les lapins seulement. Sans 

nécessiter d'anesthésie ou de sédation, les lapins sont couchés sur le dos et 

tenus fermement. Le vagin et l'aiguille nourricière qui sert d'outil 

d'immunisation sont recouverts d'une gelée minérale lubrifiante (Carter

Wallace N.C., Ont., Canada). L'aiguille nourritière est doucement insérée dans 

le vagin de l'animal et le suppositoire est lentement injecté en s'assurant de 

bien sensibiliser toutes les parois du vagin. La dose d'IMS-VIH-1 par 

suppositoire est 100 J..Lg. 

5.1.3 Immunisation intraluminale 

5.1.3.1 Directe par laparotomie 

L'immunisation intraluminale directe (IL), par laparotomie, est un peu 

plus complexe que les autres types d'immunisations, nécessitant une 

anesthésie générale de l'animal ainsi qu'une intervention chirurgicale. Un 

champ opératoire stérile est créé sous la hotte biologique pour éviter tout risque 

de contamination et d'infection. Une lampe chauffante placée dans ce champ 
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procure de la chaleur à l'animal pendant et après la chirurgie, pour prévenir 

l'hypothermie. 

L'anesthésie varie selon l'espèce animale. Les souris sont anesthésiées 

par une injection IP de pentobarbital de sodium (MTC Pharmaceuticals, Ont., 

Canada), à raison de 60 mg par kg de poids corporel. Les lapins reçoivent un 

anesthésiant, la kétamine (35 à 40 mg/kg) et un analgésique et tranquilisant, la 

xylazine (5 mg/kg). Après que le réflexe de la patte ait disparu, l'abdomen de 

l'animal est désinfecté avec de l'iodovet (Rougier, Chambly, Qué., Canada), une 

solution topique à 10% de povidone iodée. Une incision du plan cutané 

médian (4 à 5 mm pour la souris et 20 à 30 mm pour le lapin) puis du plan 

musculaire sont faites à la hauteur de l'os iliaque. Ceci expose un petit segment 

de l'intestin grêle dans lequel l'antigène est injecté (30jJ.g et SOjJ.g d'IMS-VIH 

pour la souris et le lapin, respectivement) de préférence à la proximité d'une 

plaque de Peyer. La solution antigénique contient du bleu de trypan 0,1% pour 

permettre la visualisation de l'injection dans la lumière intestinale. Le bout de 

l'intestin est replacé dans la cavité et quelques gouttes d'antibiotique (Derapen 

C: Ayerst Laboratories, Qué., Canada) y sont déposées. L'étape suivante, la 

suture de l'incision, varie selon l'espèce animale. Pour la souris, le plan 

musculaire et le plan cutané sont suturés simultanément tandis que pour le 

lapin, chacun des deux plans est suturé individuellement. Toutes les sutures 

sont faites utilisant du fil résorbable 11Catgut Ethicon" (CDMV, St Hyacynte, 

Qué., Canada) à l'exception des points du plan cutané du lapin. Dans ce cas, un 

fil non-fondant est employé (Supramid White: CDMV) puis est enlevé deux 

semaines après l'intervention. 

Les souris, étant très sensibles à la température, sont gardées durant et 
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après la chirurgie sous une lampe chauffante et sont surveillées jusqu'au 

retour de leurs réflexes. Pendant les jours qui suivent, la plaie est 

quotidiennement désinfectée avec l'iodovet. 

5.1.3.2 Indirecte par des capsules entériques 

Les capsules entériques ont été élaborées pour mimer l'immunisation 

intraluminale, étant donné qu'il est impossible de faire des immunisations IL 

chez l'humain. Les lapins sont tranquilisés par une injection intramusculaire 

de kétamine (0,9 mg/kg) et d'acépromazine (0,09 mg/kg) sans qu'ils perdent le 

réflèxe de déglutition. Un cylindre en plastique, ayant un diamètre de 1 cm, est 

inséré dans la cavité orale. Celui-ci garde la bouche de l'animal ouverte et 

nous permet de voir le fond de la gorge. La capsule est poussée au fond de la 

gorge et un peu d'eau est fournie. L'animal alors déglutit et avale la capsule. 

Ce type d'immunisation n'a pu être effectué chez la souris étant donné la 

dimension des capsules entériques: les plus petites sont incompatibles avec la 

bouche des souris. 

5.2 Immunisations parentérales 

5.2.1 Immunisation intramusculaire 

L'immunisation intramusculaire (lM) est le mode principal de 

vaccination chez l'humain. Les autres voies utilisées sont: sous-cutanée, 

intradermique et par scarification. Dans nos expériences, l'lM a été faite 

directement dans le muscle de la cuisse de l'animal. La dose antigénique 

d'IMS-VIH est de 45 J.Lg pour la souris et 200 J.Lg pour le lapin. 
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5.2.2 Immunisation intrapéritonéale 

Ce type d'immunisation a été effectué uniquement chez la souris, la 

dose antigénique d'IM5-VIH étant de 45 IJ.g. Au cours de cette inoculation, 

l'antigène est directement injecté dans la cavité péritonéale. L'injection se fait 

au niveau du cadran inférieur de l'abdomen de l'animal. L'aiguille ( 26G 5/8) 

est épointée pour éviter une perforation potentielle des intestins. 

5.2.3 Immunisation intradermique 

L'intervention intradermique, qui a été effectuée uniquement chez le 

lapin, consiste à inoculer l'antigène dans la peau de l'animal. La région 

d'immunisation choisie est le dos du lapin au niveau des épaules. Sur une 

surface rasée d'environ 5 cm x 8 cm, les injections de 100 !J.L sont effectuées à 

dix endroits différents; la dose antigénique totale d'IMS-Vllf administrée étant 

de300 IJ,g. 

6. PRELEVEMENT ET TRAITEMENT DES ECHANTILLONS 

6.1 Chez la souris 

A la fin de chaque protocole d'immunisation, la salive, le sang, les 

sécrétions intestinales ainsi que les intestins des animaux sont prélevés. Ces 

échantillons, sont manipulés et gardés en tout temps sur la glace pour éviter 

toute activité protéolytique. 

6.1.1 Salive 

On injecte à l'animal une solution d'urécholine (Merck Frosst, 
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Kirkland, Qué. Canada) par voie sous-cutanée, au niveau de la nuque (200 

J..Lg/kg de poids corporel). Deux minutes plus tard, le débit de salive est 

considérablement accru. Celle-ci est alors récoltée à l'aide d'une pipette 

mécanique (Eppendorf: Brinkmann Instruments, N. Y., E.U.) et déposée dans 

un vial qui contient 50 J..LL d'une solution de lavage, la composition de laquelle 

est décrite à l'annexe IV. Les échantillons de salive sont centrifugés, pour 

éliminer les bactéries, et gardés à o·c jusqu'au moment d'être analysés. 

6.1.2 Sérum 

La souris est placée dans une chambre d'anesthésie qui consiste en un 

pot fermé au fond duquel il y a de la ouate imbibée de 1 à 2 mL d'halothane B.P. 

(MTC Pharmaceuticals, Cambridge, Ont. Canada), un anesthésique gazeux. 

L'animal est laissé dans cette chambre remplie de vapeurs, 30 secondes 

environ, le temps qu'il soit profondément endormi. Une saignée finale est 

alors effectuée par ponction cardiaque. L'aiguille (23Gl) est insérée au plan 

médian juste au dessous du sternum et est dirigée vers le côté gauche de 

l'animal tout en la gardant parallèle au sternum. Le sang est placé dans des 

tubes conçus pour la séparation du sérum (Microtainers: Becton Dickinson, 

E.U.). Après avoir laissé coaguler le sang (un minimun d'une heure), les tubes 

sont centrifugés 10 minutes à 360 x g et 4 ·c. Pendant la centrifugation, le gel 

séparateur qui est au fond des tubes migre vers le haut à l'interface du sérum et 

du caillot de sang. Les sérums ainsi séparés sont récupérés puis conservés à o·c 
ou à -70"C, s'ils ne sont pas analysés dans la même journée. 
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6.1.3 Sécrétions intestinales 

Suite à la saignée finale, la souris est placée sur un plateau à dissection, 

et l'abdomen est désinfecté avec de l'éthanol 70% . Une incision du plan cutané 

permet de dégager la peau de l'abdomen. Le péritoine est alors coupé exposant 

ainsi les intestins. Ceux-ci sont prélevés de la manière suivante: l'intestin 

grêle, allant de la jonction gastro-duodénale jusqu'à son intersection avec le 

caecum, et le colon, s'étendant du caecum jusqu'à la partie supérieur du 

rectum. Le contenu intestinal est récupéré par lavage, en faisant passer à 

travers la lumière intestinale 5 mL d'une solution de lavage dont la 

composition est décrite à l'annexe IV. Le mucus est recueilli, séparément, en 

pinçant les intestins sur toute leur longueur avec des pinces à dissection. 

Les sécrétions obtenues par lavage intestinal sont mélangées à l'aide 

d'un vortex pendant une minute puis centrifugées dix minutes à 570 x g et 4 ·c. 
Les surnageants, clarifiés des matières fécales, sont combinés avec leur mucus 

respectif, mélangés pendant une minute puis centrifugés 20 minutes à 15600 x g 

et 4 ·c. Les surnageants de cette centrifugation sont recueillis dans des tubes 

stériles et conservés sur glace ou congelés à -7o·c. 

6.1.4 Homogénat intestinal 

Après avoir été vidés de leur contenu et du mucus, l'intestin grêle et le 

colon de chaque souris sont combinés, triturés puis homogénéisés dans la 

solution de lavage (3,5 mL) à l'aide d'un Potter-Elvejhem. Les homogénats 

sont alors centrifugés pendant 20 minutes à 15600 x g et 4 ·c. Les sumageants 

clarifiés sont conservés à o·c ou à -70"C. 



75 

6.2 Chez le lapin 

Ce modèle animal nous a permis d'évaluer des paramètres 

supplémentaires comme les larmes et les sécrétions vaginales. De plus nous 

avons pu retirer plus d'information dans les différents protocoles étant donné 

que l'on a pu faire des prélèvements durant le cours de l'expérience ce qui nous 

était impossible chez la souris. 

6.2.1 Sérum 

Les saignées partielles sont effectuées à partir des veines de l'oreille. Le 

prélèvement a lieu sur le côté dorsal de celle-ci. On désinfecte la région 

concernée avec de l'éthanol 70% et on enlève les poils par épilation. Pour les 

saignées finales, les animaux sont anesthésiés avec un cocktail de kétamine (70 

mg/kg) et d'acépromazine (0,4 mg/kg) administré par voie lM. Quand 

l'animal est profondément endormi, une ponction cardiaque est effectuée 

selon la méthode décrite au paragraphe 6.1.2. Le sang est recueilli dans des 

tubes conçus pour la séparation du sérum et est laissé durant un minimum 

d'une heure à la température de la pièce. Le sérum est par la suite séparé du 

sang par centrifugation pendant dix minutes à 360 x g et 4 ·c. 

6.2.2 Sécrétions intestinales 

6.2.2.1 Induction de diarrhée 

Dans le but de pouvoir analyser le taux d'anticorps au niveau 

intestinal, nous avons induit une diarrhée chez le lapin selon une méthode 

modifiée de Burret al. (1987). Les lapins sont anesthésiés avec un mélange de 

kétamine (70 mg/kg) et d'acépromazine (0,4 mg/kg) administré par voie lM. 
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Un tube esophagien (3 mm de diamètre et 29 cm de longueur: CDMV, Qué., 

Canada) est ensuite placé dans l'esophage et l'animal est gavé avec une 

solution saline isotonique qui contient du polyétylène glycol (PEG) (annexe IV). 

Un volume de 15 mL de cette solution est administrée quatre fois à 15 minutes 

d'intervalle. Trente minutes après le dernier gavage on administre par voie IP 

la pilocarpine, un parasympaticomimétique, à raison de 4 mg/kg de poids 

corporel. Ce traitement induit, en environ cinq minutes, une abondante 

salivation, une sécrétion lacrimale et une défécation. Ces sécrétions sont 

recueillies et gardées sur glace. Les sécrétions intestinales qui sont produites 

durant la première demi-heure sont de consistance ferme. Dans la demi-heure 

qui suit, il y a production d'une diarrhée. Ces deux types de sécrétions sont 

recueillies séparément mais sont traitées de la même façon par la suite. 

6.2.2.2 Traitement des sécrétions intestinales 

Les sécrétions intestinales sont homogénéisées et diluées 1 : 4 dans un 

tampon phosphate qui contient du Tween à 0,1% (polyoxyethylene-20-sorbitan 

monolaurate: Fisher Scientific, NJ, E.U.). Les échantillons sont incubés à 56 "C 

pendant 15 minutes pour inhiber toute activité protéolytique et aussi pour 

contrer la propriété qu'a le PEG de précipiter les immunoglobulines. Les 

matières fécales solides sont éliminées par une centrifugation de 10 minutes à 

570 x g et 4 °C. Le surnageant est par la suite clarifié par une centrifugation de 

20 minutes à 15600 x g et 4 °C. On ajoute ensuite un inhibiteur de protéase 

(soybean trypsin inhibitor: Gibco Laboratories, N.Y., E.U.) à une concentration 

finale de 0,1 mg/mL. Les échantillons sont conservés à OOC ou à -70°C s'ils ne 

sont pas analysés dans la même journée. 
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6.2.3 Salive 

La sécrétion de la salive commence cinq minutes après l'injection de 

pilocarpine et continue pendant environ une heure. Etant donné que le débit 

et le volume de salive produit sont élevés, il est plus pratique de récolter celle

ci dans un tube en polypropylène (de 50 mL) qui est placé sous la bouche de 

l'animal au lieu d'utiliser une pipette mécanique. La salive qui est produite est 

très visqueuse, elle est donc diluée dans un rapport volumétrique 1 : 4 avec du 

PBS/tween 0,1% puis centrifugée pendant 20 minutes à 15600 x g et 4 ·c. On 

ajoute au surnageant l'inhibiteur de protéase, décrit plus haut, à une 

concentration finale de 0,1 mg/mL. Les échantillons sont conservés à o·c ou 

-70"C. 

6.2.4 Larmes 

La pilocarpine stimule les glandes lacrimales chez la majorité des 

lapins. Les larmes sont recueillies et conservées telles quelles à o·c ou -7o·c 

en attendant d'être analysées. 

6.2.5 Urine 

Le prélèvement de l'urine s'effectue sous anesthésie générale. Pour ce 

faire, le lapin est placé sur le dos et une pression est faite sur la vessie. Celle-ci 

est vidée complètement pour éviter que l'animal urine quand à lieu le lavage 

vaginal. L'urine qui est récoltée est diluée 1 : 4 dans du PBS/tween 0,1% puis 

est centrifugée durant 20 minutes à 15600 x g et 4 ·c. On ajoute l'inhibiteur de 

protéase au surnageant clarifié, à une concentration finale de 0,1 mg/mL, et on 

le conserve à o·c ou -70"C. 
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6.2.6 Sécrétions vaginales 

Les sécrétions vaginales sont obtenues par lavage du vagin qui a lieu 

suite au prélèvement de l'urine. L'instrument de lavage est une seringue de 3 

mL au bout de laquelle on a placé une aiguille à bout rond. Lors du lavage, les 

parois du vagin de l'animal sont légèrement étirées et un volume de 1 mL de 

PBS/tween 0,1% y est doucement injecté. Cette solution est reprise dans la 

seringue puis réinjectée dans le vagin. Ce procédé est répété cinq fois. Au 

volume final on ajoute l'inhibiteur de protéase et les échantillons sont 

conservés comme les autres sécrétions. 

6.2.7 Mucus du colon et du grêle, appendice 

A la fin de certains protocoles, les animaux sont sacrifiés puis les 

intestins ainsi que l'appendice sont prélevés. Après avoir vidé le colon et 

l'intestin grêle de leur contenu, leur surface est grattée avec un bistouri pour 

recueillir le mucus de la lumière intestinale. Ce dernier est homogénéisé et 

dilué 1 : 4 dans du PBS/tween 0,1%. Après une centrifugation de 10 minutes à 

570 x g et 4 ·c et une seconde de 20 minutes à 15600 x g et 4 ·c, on ajoute aux 

surnageants l'inhibiteur de protéase et les échantillons sont conservés à o·c ou 

-70"C. L'appendice est trituré puis homogénéisé dans du PBS/ tween 0,1 %. 

Son traitement est identique à celui du mucus. 

7. ANALYSE DES ECHANTILLONS 

Le titre d'anticorps spécifiques du VIH-1, dans les échantillons 

recueillis, ainsi que leur pouvoir neutralisant sont évalués par des techniques 



79 

dont le principe repose sur l'interaction spécifique entre antigènes et anticorps. 

7.1 Test immunoenzymatique ELISA 

Cette technique permet d'identifier le titre des anticorps présents dans 

les échantillons. Des anti-immunoglobulines (de souris ou de lapin) couplés à 

une enzyme, la peroxydase, se fixent aux immunoglobulines à doser et sont 

révélées par l'addition d'un substrat chromogène, l'ortho-phénylènediamine 

dihydrochlorure (OPD: ICN Biochemicals, Ohio, E.U.) lequel est activé par la 

portion enzymatique du ligand pour donner un produit coloré. 

La réaction s'effectue dans des plateaux à 96 cupules (Nunc-Immuno 

Plate MaxiSorp, Roskilde, Danemark). Un volume de 100 JJ.L du Vlli-1 inactivé 

par la chaleur ou des immunosomes-VIH (50 ng) dilués dans du tampon 

barbital pH 8,6 est distribué dans chaque cupule et incubé pendant deux heures 

à 37•c , sous atmosphère humide, puis durant la nuit à 4 ·c. Les cupules sont 

par la suite lavées trois fois au PBS-tween 0,02%. Les sites non spécifiques sont 

saturés par l'addition de 100 JJ.L de PBS-BSA 3% dans chaque cupule. Après une 

incubation d'une heure à 37·c les cupules sont vidangées et 100JJ.L de 

différentes dilutions des échantillons à tester sont ajoutés et incubés à 37•c 

durant deux heures. Les anticorps non attachés sont éliminés par lavage au 

PBS-tween 0,02% et 100JJ.L du conjugué, des anti-immunoglobulines de souris 

ou de lapin couplées à la peroxydase, préalablement dilué dans du PB5-BSA 3% 

est ajouté et laissé en contact pendant deux heures à 37"C. Les cupules sont par 

la suite lavées au PBS-tween 0,02% cinq fois. La réaction est révélée par 

l'addition du chromogène OPD, à une concentration finale de 0,4 mg/mL, dilué 

dans du tampon citrate pH 5,0 additionné de H20 2 0,01% (Fisher Scientific, N.J., 

E.U.) (100 JJ.L/ cupule). La réaction calorimétrique se développe au cours d'une 
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incubation de 15 minutes à l'obscurité et à la température de la pièce. Cette 

dernière est arrêtée par l'addition de 50 J,LL/puit d'acide sulfurique 4N (Fisher 

Scientific, N.J., E.U.) et la densité optique de chaque cupule est lue à 490 nm à 

l'aide d'un lecteur de microplateau Dynatech MR 5000 (Dynatech Laborarories, 

Virginie, E.U.). Le titre d'anticorps présents dans les échantillons est 

déterminé à partir de la mesure de la densité optique et il est exprimé comme la 

plus haute dilution de l'échantillon qui donne une densité optique supérieure 

à 0,200. 

7.2 Test d'immunofluorescence indirecte 

L'utilisation d'anticorps conjugués à un fluorochrome est à la base des 

réactions d'immunofluorescence. Dans la méthode indirecte, les anticorps 

dans l'échantillon sont mis en présence et se fixent sur un antigène spécifique. 

Le complexe antigène-anticorps est alors révélé à l'aide d'un autre anticorps 

conjugué à un fluorochrome et spécifique aux immunoglobulines de l'espèce 

animale d'où provient l'échantillon. Dans notre cas, les antigènes spécifiques 

sont des cellules infectées par le VIH exprimant toutes les protéines virales, 

incluant la glycoprotéine de l'enveloppe ( gp160/120 ). 

Des cellules CEM sont infectées avec le Vlli-1 (0,1 DICT 50 /cellule) et 

incubées durant 4 jours à 37"C sous atmosphère de C02. Un volume de 0,5 mL 

d'une suspension cellulaire infectée (environ 4 x lOS cellules) est prélevé et 

lavé avec 45 mL de PBS par centrifugation durant cinq minutes à 90 x g et 4 ·c. 
Le surnageant est vidangé et les cellules sont remises en suspension dans un 

volume minimal. Quinze J.l.L de cette suspension cellulaire sont déposés dans 

chacun des puits des lames à fluorescence (ICN Biochemicals, PA, E.U.). Les 
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cellules sont séchées sous la hotte biologique durant 30 minutes et fixées à 

l'acétone froid (-20"C) pendant 30 minutes. Des dilutions des échantillons sont 

alors déposées dans les puits (20 J.1L/ puit), laissées en contact pendant 30 

minutes à 37"C sous atmosphère de C02• Les puits sont lavés, sous agitation, 

deux fois au PBS et une fois à l'eau distillée-déionisée. Enfin les complexes 

antigène-anticorps sont révélés par l'addition de 20 J.L L d'anti

immunoglobulines couplées à l'isothiocyanate de fluoresceine préparée dans 

l'isothiocyanate de rhodamine (1 /200). Après 30 minutes de contact à 37·c 

sous atmosphère humide, les lames sont lavées au PBS. Le montage des lames 

et lamelles avec du glycérol dilué à 90% dans du PBS permet l'observation des 

préparations au microscope à fluorescence (Leitz Laborlux S, Allemagne). 

7.3 Evaluation du pouvoir neutralisant des anticorps 

7 .3.1 Test de neutralisation classique sur cellules CEM 

Cette technique consiste à mettre en évidence des anticorps capables de 

neutraliser l'infectivité d'un virus in vitro, qui est évaluée par l'absence d'effet 

cytopathogène visible et par l'absence de synthèse d'antigènes viraux. 

Pour évaluer le pouvoir neutralisant des anticorps, des dilutions par 

deux des échantillons (125 J.LL) sont mis en contact avec un volume égal d'une 

suspension virale (30 à 100 DICT50) à 37"C durant une heure. On ajoute le 

mélange virus-anticorps (250 J.LL) à un culot cellulaire qui contient 1,6 x 1()6 

cellules CEM et le tout est incubé pendant une heure à 37·c sous atmosphère 

de C02 à 5%. Les virus neutralisés non attachés sont enlevés par centrifugation 

(90 x g, 23 ·c et 5 minutes). Le culot de cellules, lavé dans 1 mL de milieu, est 

repris dans 4 mL de milieu et est réparti dans un plateau de 24 puits (à raison de 
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1 mL par puit, quatre puits étant ensemencés pour chaque dilution de 

l'échantillon). Les plateaux sont incubés à 37"C sous atmosphère de C02 à 5% 

et l'infectivité productive est vérifiée après 7 jours par l'effet cytopathogène et 

par immunofluorescence, à l'aide d'un sérum de référence humain reconnu 

positif pour les antigènes du VIH. Le titre neutralisant est exprimé comme la 

plus haute dilution de l'échantillon capable de protéger 50% des cellules de 

l'infection lorsque comparé à une culture témoin infectée. 

7.3.2 Test de neutralisation sur cellules HeLa-CD4-LTR-f3gal 

La lignée cellulaire HeLa-CD4-LTR-f3gal a été développée par Kimpton 

et Emerman en 1992. Dérivées d'un carcinome épithélial cervical human, les 

cellules HeLa ont été transfectées avec un vecteur rétroviral exprimant la 

molécule CD4. Les cellules qui exprimaient fortement le CD4 ont alors été 

sélectionnées et transfectées avec un plasmide porteur du gène de la (3-

galactosidase, sous le contrôle des LTR du VIH-1. Ces cellules, transformées, 

sont une cible . pour le VIH et ont été utilisées pour évaluer le pouvoir 

neutralisant des anticorps spécifiques du VIH. 

Dans un premier temps, les cellules HeLa-CD4-LTR-f3gal trypsinisées 

sont ensemensées dans des plateaux de 96 puits à raison de 8000 cellules par 

puit (200 J.LL) et incubées durant la nuit à 37"C sous atmosphère de COz à 5%. 

L'incubation se poursuit durant un minimum de 12 heures, le temps que les 

cellules regénèrent les récepteurs CD4, qui ont été dégradés lors de la 

trypsination. On ajoute au feuillet cellulaire l'inoculum neutralisé soit 25 J.1L 

d'anti-sérum et un volume égal de différentes quantités de virus (102 à lOS 

DITCso) préalablement mis en contact durant une heure à 37"C. Dans chaque 
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cupule on ajoute du DEAE dextran, à une concentration finale de 20 JJ.g/mL, 

pour favoriser l'infection . Après deux heures de contact à 37•c, l'inoculum 

viral neutralisé est enlevé et on ajoute du milieu de culture DMEM (200 

JJ.L/puit) additionné de sérum fœtal bovin (10%) et des antibiotiques G418 (0,1 

mg/mL) et hygromycine (0,05 mg/mL). Les plateaux sont alors incubés durant 

48 heures à 37"C sous atmosphère de C02 à 5%. Au deuxième jour, on enlève 

le milieu de culture et on fixe les feuillets cellulaires pendant 5 minutes, à la 

température de la pièce, avec du tampon phosphate additionné de 

formaldéhyde 1% et glutaraldéhyde 0,2%. Les puits sont alors lavés deux fois 

au PBS et on ajoute la solution de coloration: PBS, ferrocyanure de potassium 

(0,2M), ferricyanure de potassium (0,2M), chlorure de magnésium (2,0M) et X

gal (40 mg/mL). L'incubation se poursuit à 37"C durant 50 minutes, après quoi 

les puits sont lavés et examinés sous le microscope. Suite à l'étape de 

coloration, les cellules qui ont été infectées par le VIH sont de couleur bleue. 

Pour une dilution donnée de chaque sérum ou de sécrétions mucosales, le 

nombre d'aggrégats cellulaires de couleur bleue observés sous le microscope 

optique dans les puits est comparé à celui du témoin virus et du témoin cellule. 
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DES GLYCOPROTEINES DU VIH-1 
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Les conditions expérimentales pour obtenir un rendement maximal en 

gp160/120 ont été préalablement définies dans notre laboratoire. La production à 

grande échelle des glycoprotéines virales a été effectuée sur cellules CEM, une 

lignée cellulaire capable de donner une très grande progéniture virale en moins de 

cinq jours. Initialement, des cinétiques d'infection de ces cellules ont été réalisées 

pour évaluer l'indice de multiplicité à utiliser lors de l'infection et le temps post

infection où la récolte du surnageant doit être faite. Ces évaluations ont été 

effectuées selon les critères suivants: 1) les changements morphologiques, ou l'effet 

cytopathogène, visualisés par microscopie optique, 2) le pourcentage de cellules 

infectées déterminé par immunofluorescence indirecte et 3) l'évaluation du titre 

viral et la production des glycoprotéines virales dans le surnageant des cellules 

infectées. 

Les cinétiques d'infection dans des bouteilles de quatre litres utilisant un 

MOI de 0,002 DICTso montrent que la production des glycoprotéines est maximale 

à quatre jours post-infection, quoi qu'elle soit déjà fort élevée trois jours post

infection. Ces conditions expérimentales ont été alors appliquées pour la 

production massive des glycoprotéines. A partir des surnageants concentrés de 

cellules infectées, les glycoprotéines ont été purifiées par ultracentrifugation en 

gradients de densité de saccharose 60 à 8%. Le profil électrophorétique du produit 

purifié sur gel de polyacrylamide 8% est présenté à la figure 4. On remarque une 

bande prédominante de masse relative de 160 kDa (la gp160) ainsi que deux 

bandes d'intensité moyenne de 120 et 68 kDa. L'intensité du signal des différentes 

bandes, après coloration à l'argent, permet d'évaluer la proportion des différentes 
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protéines. La gp160 se distingue des autres protéines et représente environ 80% du 

produit purifié. Le rendement moyen en glycoprotéines d'une bouteille de quatre 

litres est 200 mg soit 50 mg de protéines par litre de surnageant. Si l'on considère 

que la gp160 constitue 80% des protéines totales, on peut estimer le rendement en 

gp160 à 160 mg soit 40 mg par litre de surnageant de cellules infectées, après 

purification. 

2. PREPARA TI ON ET CARACTERISATION DES IMMUNOSOMES VIH 

Les immunosomes-VIH sont formés par l'ancrage des glycoprotéines 

virales purifiées à la surface de vésicules phospholipidiques préformées. Une fois 

synthétisés, la morphologie, l'antigénicité et la pureté des immunosomes sont 

caractérisés par microscopie électronique, par ELISA et par électrophorèse sur gel 

de polyacrylamide, respectivement. 

Le profil électrophorétique des immunosomes (figure 4), identique à celui 

des glycoprotéines purifiées, laisse voir une bande principale de masse relative 

160 kDa qui correspond à la gp160. L'antigénicité des immunosomes est évaluée 

par ELISA utilisant un sérum de référence humain reconnu positif pour les 

antigènes du vœ ainsi que des sérums d'animaux hyperimmunisés avec le même 

antigène. Une observation des immunosomes au microscope électronique révèle 

des particules sphériques ayant un diamètre d'environ 80 nm (figure Sa). A l'instar 

du VIH (figure Sb), la surface de l'immunosome est recouverte de projections 

d'environ 8 nm (Thibodeau et al., 1992a); ces dernières représentent les 

glycoprotéines gp160/120 qui sont ancrées, par leurs portions hydrophobes, dans 

l'enveloppe phospholipidique du liposome. 



3. EVALUATION DE L'IMMUNITE MUCOSALE ET SYSTEMIQUE 

ANTI-VIH DANS LE MODELE SOURIS 
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Vingt protocoles d'immunisation ont été évalués dans ce modèle animal. 

A la fin de ceux-ci, la salive, les sécrétions intestinales, l'homogénat intestinal et le 

sérum de chaque souris ont été prélevés et analysés. Nous avons considéré les 

résultats de l'analyse des échantillons de salive et des homogénats intestinaux 

comme un reflet de l'état de l'immunité mucosale. 

3.1 Production d'anticorps spécifiques du VIH-1 suite à 

une intervention parentérale 

Nous avons initialement analysé les effets d'une seule intervention 

parentérale. Des groupes de souris ont été immunisés par voie intramusculaire ou 

intrapéritonéale avec 45 J.lg de l'immunosome-Vlli-1 dans un volume total de 

100J.1L. Quinze jours plus tard, les prélèvements ont été effectués et le taux 

d'anticorps spécifiques du Vlli-1 pour chaque échantillon a été évalué par EUSA. 

Le tableau 1 montre une production très modeste de IgG et IgM dans les sérums le 

titre variant de 1/100 à 1/400 pour les animaux ayant reçu l'lM et de 1/400 à · 

1/6400 pour ceux qui ont reçu l'IP. Seule une souris du protocole IP possède des 

IgA sériques. Par ailleurs aucun anticorps n'a été décelé au niveau de la salive et 

l'homogénat intestinal. Ces résultats indiquent qu'une seule intervention 

parentérale n'est pas suffisante pour induire des anticorps sériques à un niveau 

acceptable, ni induire des anticorps au niveau des muqueuses. 



3.2 Production d'anticorps spécifiques du VIH-1 suite à 

des interventions mucosales 

3.2.1 Immunisations orales 

3.2.1.1 Effet de la durée des immunisations 
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Dans un premier temps nous avons évalué l'influence de la durée des 

immunisations orales sur la production d'anticorps au niveau des muqueuses et 

dans le sérum. Le tableau II présente les résultats d'une suite de protocoles ou des 

groupes de souris ont reçu trois immunisations orales (25 J..Lg d'IM:5-Vlli-1 en 

solution) par semaine pendant une, deux ou trois semaines. Deux jours après la 

dernière immunisation, les animaux ont été sacrifiés et les titres d'anticorps 

spécifiques du VIH-1 dans la salive et le sérum ont été déterminés par ELISA. On 

remarque qu'après une semaine d'immunisation, les immunoglobulines sont 

absentes dans la salive et le sérum. Déjà, après deux semaines d'immunisation, on 

peut observer une différence marquée. Trois salives sur six sont positives: le titre 

d'IgA-S variant de 1/6 à 1/192. A l'exception d'une souris, les titres des IgA 

sériques sont assez élevés (de 1/20 à 1/160) et les titres en IgG+IgM sont de 1/160 

à 1/2560. Le protocole le plus efficace est celui qui a duré trois semaines. Dans ce 

dernier, toutes les souris ont démontré la présence d'IgA-S dans la salive, les titres 

variant de 1/48 à 1/192. Parallèlement, les anticorps sériques sont également 

élevés: les titres atteignant 1/320 en IgA et 1/20480 en IgG+IgM. 

Dans l'ensemble, plus la durée des immunisations est longue plus les 

niveaux des différents isotypes d'immunoglobulines sont élevés. De plus, les 

immunisations orales stimulent, non seulement l'immunité mucosale mais 

également l'immunité humorale. 
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3.2.1.2 Effet de la fréquence des immunisations 

Cette série de protocoles a été entreprise pour analyser l'effet de la 

fréquence des immunisations orales. Dans ce cas, la durée des expériences est 

demeurée constante (trois semaines) mais le nombre d'immunisations orales (25 J,lg 

d'IMS-VIH-1 en solution) que les animaux reçoivent par semaine a varié (soit une, 

deux ou trois fois). Les résultats présentés dans le tableau III montrent que des 

titres élevés d'anticorps spécifiques pour le vœ dans le sérum et la salive sont 

induits par des protocoles dont la fréquence est deux ou trois fois par semaine. En 

effet, tous les animaux ayant subit ces protocoles possèdent des IgA-S dans la 

salive, le titre variant de 116 à 1/96 pour le protocole "deux fois par semaine" et de 

1/48 à 1/192 pour le protocole "trois fois par semaine". Les niveaux des anticorps 

sériques sont aussi élevés dans les deux cas atteignant 1/20480 en IgG+IgM et 

1/320 en IgA. Aucun anticorps n'a été décelé dans la salive et dans le sérum des 

souris témoins et celles qui ont été immunisées une fois par semaine durant trois 

semaines. 

3.2.2 Immunisation intraluminale 

Ce type d'intervention a été utilisé pour mimer les immunisations orales 

par capsules entériques effectuées chez le lapin, étant donné que les souris sont 

incapables d'avaler celles-ci. Dans le cadre de ce protocole nous avons voulu 

apporter l'antigène en solution (45J,lg d'IM:S-VIH-1 dans 100J.1L) directement à la 

proximité des plaques de Peyer qui sont le site majeur de l'induction d'une 

immunité mucosale. Le tableau IV présente les titres d'anticorps dans le sérum et 

les differents compartiments mucosaux quinze jours après une immunisation 

intraluminale (IL). Une seule immunisation IL ne stimule que faiblement la 

réponse immunitaire. En effet, les titres sont faibles, voire inexistants dans la 
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salive et le sérum. Malgré l'absence d'anticorps salivaires, la présence d'IgA 

spécifiques du VIH au niveau de l'homogénat intestinal montre que l'intervention 

IL a stimulé l'immunité mucosale. Lorsqu'une immunisation IM est combinée à 

l'intervention IL, on observe que tous les animaux développent des IgA-S 

spécifiques du VIH dans la salive et l'homogénat intestinal, les titres allant de 1/32 

à 1/64 et 1/40 à 1/80, respectivement. Dans ces échantillons les niveaux des 

lgG+IgM sont considérablement élevés atteignant 1/640. Bien que l'on n'observe 

pas d'IgA dans les sérums, les titres en IgG+IgM sont très élevés; ils varient de 

1/6400 à 1/204800. De plus, on constate que toutes les souris possèdent des IgA-S 

dans la salive alors que la muqueuse orale n'a pas été en contact direct avec 

l'antigène. 

3.3 Production d'anticorps spécifiques du VIH-1 suite à 

des protocoles à interventions mixtes 

Cette série d'expériences était destinée à determiner si, dans un protocole 

mucosal-parentéral, il valait mieux commencer par l'une ou l'autre intervention. 

Le tableau V présente les résultats d'un protocole à interventions mixtes dont les 

immunisations orales ont précédé ou suivi l'lM. On voit que la réponse 

immunitaire est plus vigoureuse lorsque l'intervention orale précède l'intervention 

parentérale. En effet dans ce protocole cinq souris sur six possèdent des IgA-S 

dans la salive, les titres atteignant 1/120. De même, dans les homogénats 

intestinaux les niveaux d'immunoglobulines sont fort élevés allant jusqu'à 1/120 

pour les IgA-S et 1/1280 pour les IgG+IgM. Parallèlement, les titres d'anticorps 

dans les sérums sont très importants atteignant 1/200 en IgA et 1/102400 en 

lgG+IgM. Au contraire, le deuxième groupe de souris, qui a reçu l'lM avant les 

immunisations orales, a montré une réponse immunitaire moins vigoureuse, les 
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autres paramètres étant égaux. Le titre d'lgA dans l'homogénat intestinal varie 

entre 1/40 et 1/80 mais est très faible ou inexistant dans la salive et le sérum. De 

plus, on observe des titres très modestes en lgG+IgM dans les sérums (1/800 à 

1/3200). 

Des protocoles semblables ont été entrepris où les immunisations orales 

ont été prolongées d'une semaine. Les résultats de cette expérience, présentés au 

tableau VI, corroborent ceux qui viennent d'être décrits à savoir que l'immunité 

systémique et mucosale sont stimulées plus vigoureusement lorsque les 

immunisations orales précèdent l'intervention lM. En effet, toutes les souris du 

protocole Oral-lM possèdent des lgA spécifiques du Vlli dans la salive, les titres 

allant jusqu'à 1/120. Bien que des titres aussi importants soient observés chez 

deux souris du protocole lM-Oral, ceux-ci sont, en moyenne, inférieurs. Si les 

niveaux des lgA sont plus faibles dans l'homogénat intestinal (1/20 à 1/40) chez 

les souris du protocole Oral-lM, comparativement à ceux du protocole inversé, il 

reste que les titres en lgG+IgM sont considérablement plus élevés dans le protocole 

Oral-lM, atteignant 1/1280. On remarque également une production d'anticorps 

sériques plus élevée dans le protocole Oral-lM. A titre de comparaison, dans ce 

protocole, les titres en lgA varient entre 1/100 et 1/400 et ceux des lgG+IgM 

atteignent 1/64000, tandis que l'on observe des titres plus modestes dans le 

protocole inversé soit <1/50 à 1/200 pour les lgA et 1/2000 à 1/16000 pour les 

lgG+IgM. De plus, les résultats d'immunofluorescence (tableau VI) montrent que 

les anticorps sériques, dont la synthèse a été stimulée par les protocoles 

d'immunisation Oral-lM et lM-Oral, reconnaissent spécifiquement le Vlli. 



4. EVALUATION DE L'IMMUNITE MUCOSALE ET SYSTEMIQUE 

ANTI-VIH DANS LE MODELE LAPIN 

92 

A partir des résultats obtenus chez la souris, nous avons sélectionné les 

protocoles d'immunisation destinés à être évalués chez le lapin. Dans ce modèle 

animal, d'autres voies d'immunisation, qu'il était impossible d'effectuer chez la 

souris en raison de sa petite taille, ont été explorées. De plus, une plus grande 

variété d'échantillons a pu être prélevée et analysée, entre autre les larmes, les 

sécrétions vaginales et l'urine. Les titres d'anticorps spécifiques du Vlli-1 dans la 

salive, les larmes, le mucus intestinal ainsi que les sécrétions vaginales et 

intestinales ont servi d'indicateurs de l'immunité mucosale. 

4.1 Production d'anticorps spécifiques du VIH-1 suite à différents 

protocoles d'immunisation par voie mucosale ou parentérale 

seulement 

Dans un premier temps, nous avons voulu évaluer et comparer les 

différentes voies d'immunisation mucosales quant à leur pouvoir de stimuler une 

réponse immune locale et systémique. Nous nous sommes basés sur les résultats 

d'immunisations orales chez la souris pour déterminer la durée et la fréquence des 

immunisations mucosales, qui incluent les voies intravaginale, intraluminale, orale 

et par capsules entériques. Ainsi, des groupes de lapins ont reçu trois 

immunisations mucosales par semaine durant trois semaines, exceptés les animaux 

du protocole IL qui ont reçu une seule immunisation. Quel que soit le protocole 

d'immunisation mucosale, on remarque que la synthèse d'anticorps au niveau des 

muqueuses est faible (tableau VII). Notamment, aucun anticorps est détecté dans 
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les sécrétions mucosales des animaux des protocoles IVa et Oral. Par contre, la 

présence d'anticorps dans les larmes des lapins des protocoles IL (1/20 en IgG) et 

Caps (1 /20 en IgA et 1140 en IgG) indique que ces interventions ont stimulé 

l'immunité mucosale. Les larmes semblent être un bon indice de l'immunité au 

niveau des muqueuses; malheureusement, dans le cadre de ces protocoles 

d'immunisations, nous n'avons pas réussi à obtenir des larmes chez tous les lapins. 

L'immunité mucosale semble avoir été stimulée le mieux suite aux immunisations 

par capsules entériques étant donné que l'on observe des anticorps spécifiques du 

VIH, non seulement dans les larmes, mais aussi dans les sécrétions vaginales et 

intestinales de ces lapins. Par ailleurs, tous les protocoles d'immunisations 

mucosales ont stimulé la synthèse d'anticorps sériques d'isotype IgG et IgM mais 

pas de type IgA. Les titres en IgG sont les plus élevés dans le protocole IV a (allant 

jusqu'à 1/3200), tandis que dans les autres protocoles d'immunisation le titre en 

IgG est de 1/200. De même, les niveaux des IgM varient entre 1/400 et 1/1600 et 

sont les plus élevés dans le protocole IV a. 

L'effet de la durée des immunisations intravaginales sur la synthèse 

d'anticorps spécifiques du Vlli-1 a été évaluée sur une période de quatre semaines 

(tableau VIII). La fréquence des immunisations !Va étant constante (3 fois par 

semaine), les prélèvements des échantillons ont été effectués après deux, trois et 

quatre semaines d'immunisation. Malgré l'absence ou les faibles titres 

d'immunoglobulines dans les différents compartiments mucosaux après trois 

semaines d'interventions, on observe une augmentation modeste des titres 

sériques en IgG et IgM, atteignant, respectivement, 1/3200 et 1/1600. Une semaine 

supplémentaire d'immunisation stimule très vigoureusement le système 

immunitaire. Les IgG sont prédominants au niveau des sécrétions mucosales et le 
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sérum, atteignant 1/512 dans les larmes, 1/32 dans la salive et les sécrétions 

vaginales, 1/16 dans les sécrétions intestinales et 1/51200 dans le sérum. Les 

niveaux des IgA sont également considérablement élevés dans les larmes et le 

sérum, allant, respectivement, jusqu'à 1/64 et 1/400. Par ailleurs, bien qu'après les 

quatre semaines d'immunisation !Va les titres des IgM soient faibles dans les 

différents compartiments mucosaux, au niveau du sérum ils atteignent 1/3200. Tel 

qu'il avait été observé dans le modèle souris, on remarque, chez le lapin, que 

lorsqu'on augmente la durée des immunisations mucosales, les immunités 

mucosale et humorale augmentent en parallèle. 

L'effet des immunisations parentérales sur la synthèse d'anticorps sériques 

et dans les différents compartiments mucosaux est évalué dans la figure 11. Ce 

lapin a reçu deux lM aux jours 0 et 7, puis au jour 14 les titres et les isotypes des 

immunoglobulines ont été évalués. Bien que ces interventions parentérales 

stimulent considérablement la synthèse d'anticorps sériques, les niveaux 

d'immunoglobulines dans les sécrétions mucosales sont très modestes voire 

inexistants. Ces résultats concordent à ceux obtenus chez la souris et montrent 

l'inefficacité des immunisations parentérales à induire des anticorps au niveau des 

muqueuses. 

4.2 Production d'anticorps spécifiques du VIH-1 suite à 

des combinaisons d'interventions mucosales et parentérales 

Quoique parmi les protocoles d'immunisations mucosales évalués chez le 

lapin, l'intervention intravaginale et les capsules entériques semblent stimuler plus 

efficacement les réponses immunes (tableau VII), nous avons entrepris de 

combiner ces types d'immunisation avec une intervention lM dans le but de 



95 

stimuler le système immunitaire dans sa totalité et de déterminer si, dans un 

protocole mucosal-parentéral, il valait mieux commencer par l'un ou par l'autre, tel 

que observé chez la souris. Le tableau IX présente les résultats d'un protocole 

d'interventions mixtes dont les immunisations intravaginales ont précédé ou suivi 

une IM. Ces résultats, qui corroborent ceux obtenus dans le modèle souris, 

montrent que le système immunitaire est stimulé plus vigoureusement lorsque les 

interventions intravaginales précèdent l'lM. En effet, suite à ce protocole 

d'immunisation, les titres d'anticorps sériques spécifiques du VIH-1 atteignent 

1/25600 en IgA, 1/51200 en IgM et 1/512000 en IgG. Ceux-si sont plus faibles chez 

les animaux qui ont reçu le protocole inversé (IM-IVa) et correspondent à 1/800 en 

IgA, 1/1600 en IgM et 1/102400 en IgG. Parallèlement, la stimulation de 

l'immunité mucosale, supérieure dans le protocole IV a-lM à celle du protocole lM

IV a, est démontrée par les titres d'immunoglobulines considérablement élevés 

dans les sécrétions mucosales (tableau IX). La différence la plus marquée entre ces 

deux protocoles inversés est surtout au niveau des titres en IgG dans les 

échantillons de salive, de larmes et des sécrétions intestinales. Dans le protocole 

IVa-IM, ces titres atteignent 1/256 dans la salive, 1/3200 dans les larmes et 1/1024 

dans les sécrétions intestinales. Au contraire, dans le protocole IM-IVa, on observe 

une réduction des titres d'au moins un facteur dix, où, dans ce cas, les titres en IgG 

atteignent 1/32, 1/512 et 1/32, respectivement dans la salive, les larmes et les 

sécrétions intestinales. Nous avons, cependant, été surpris de ne pas détecter des 

IgA-S dans les sécrétions vaginales, surtout que ces lapins avaient été immunisés 

par cette voie. La dilution des sécrétions vaginales qui a eu lieu pendant le lavage 

vaginal et, par la suite, lors de son traitement peut expliquer ces résultats. 
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Une représentation graphique des titres d'anticorps spécifiques du Vlli-1 

dans le sérum et les différents compartiments mucosaux suite aux protocoles IV a

lM (figures 6 et 7) et IM-IVa (figure 8) montre clairement que les IgG sont l'isotype 

prédominant dans les échantillons analysés. Quant aux niveaux des IgA et IgM, ils 

sont comparables. D'après les figures 6 et 7, on peut constater que c'est dans le 

mucus intestinal que les niveaux d'immunoglobulines sont les plus élevés suivi, 

par ordre décroissant, les larmes, la salive, les sécrétions intestinales, l'urine et les 

sécrétions vaginales. Bien que le mucus intestinal reflète le mieux l'état de 

l'immunité mucosale, ce prélèvement ne peut être évalué qu'une seule fois, étant 

donné qu'il implique le sacrifice de l'animal. Par contre, les prélèvements de 

larmes et de salive ont l'avantage de permettre des échantillonnages répétés au 

cours d'un protocole d'immunisation donné. Ainsi, les titres des anticorps 

spécifiques du Vlli-1 dans les larmes et la salive ont servi d'un bon indicateur de 

l'état de l'immunité mucosale. 

Les deux autres protocoles inversés que nous avons évalués sont Caps-lM 

et lM-Caps, où les immunisations par capsules entériques ont précédé ou suivi une 

intervention IM. Les résultats de ces séries d'immunisations sont présentés dans le 

tableau X et les figures 9 et 10. On remarque que, à l'opposé des résultats 

préalablement décrits, le protocole où l'intervention parentérale précède les 

immunisations mucosales semble stimuler plus efficacement la synthèse des 

anticorps. Les titres des immunoglobulines sériques des animaux du protocole 

lM-Caps, atteignant 1/1600 en IgA, 1/3200 en IgM et 1/102400 en IgG, sont 

supérieurs à ceux des lapins du protocole Caps-lM qui vont jusqu'à 1/100 en IgA, 

1/1600 en IgM et 1/6400 en IgG. Egalement, le protocole Caps-lM ne stimule que 

des titres très modestes en IgG dans la salive (<1/4), les larmes (1/80) et les 
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sécrétions intestinales (1/8) comparativement au protocole inversé où les titres 

d'IgG dans les mêmes échantillons atteignent 1/128, 1/2560 et 1/128, dans les 

sécrétions respectives. Par contre, la synthèse des IgA et IgM au niveau des 

muqueuses semble avoir été stimulée un peu plus efficacement dans le protocole 

Caps-lM où l'on observe dans les échantillons de salive et de larmes des titres en 

IgA et IgM supérieurs ou égaux à ceux des mêmes échantillons du protocole lM

Caps. La contradiction apparente entre ces résultats, à savoir que le système 

immunitaire est stimulé plus vigoureusement lorsque le parentéral (lM) précède le 

mucosal (Caps) et ceux préalablement présentés, peut venir de ce que nous avons 

parfois rencontré certaines difficultés pour faire avaler les capsules aux lapins. 

La distribution des anticorps dans les différents compartiments mucosaux 

suite aux protocoles Caps-lM (figure 9) et lM-Caps (figure 10) indiquent, comme il 

a été précédemment remarqué, que dans la plupart des cas, les IgG sont les 

immunoglobulines prédominantes. Encore une fois, la salive, et surtout les larmes 

sont un bon indicateur de l'immunité au niveau des muqueuses. 

Le tableau XI regroupe les différents protocoles d'immunisation mucosale

parentérale qui ont été effectués chez le lapin. On observe une stimulation très 

vigoureuse à la fois de l'immunité mucosale et humorale, surtout chez les lapins 

des protocoles IVa-IM et IL-lM. Au niveau des différentes sécrétions mucosales, 

les titres en IgA sont les plus élevés dans la salive, atteignant 1/64 pour les 

protocoles IVa-IM et Caps-lM, et 1/32 pour les protocoles IL-lM et Oral-lM. 

Malgré l'absence ou les faibles niveaux d'IgA dans les sécrétions vaginales, on 

observe des titres jusqu'à 1/40 (protocoles IVa-I.M: et Caps-lM) dans les larmes. En 

général, les niveaux des IgM dans les différents compartiments mucosaux sont 

parallèles à ceux des IgA et sont les plus élevés dans les larmes, atteignant 1/160 
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dans le protocole IVa-IM et Caps-lM et 1/40 dans les protocoles IL-lM et Oral-lM. 

L'isotype dont le titre est de loin le plus élevé dans tous les prélèvements qui ont 

été effectués est l'IgG. Au niveau des sécrétions mucosales, les IgG prédominent 

dans les larmes, allant de 1/20 pour le protocole Oral-lM à 1/3200 pour le 

protocole IVa-IM. Dans la salive et les sécrétions intestinales, on observe 

également des niveaux d'IgG élevés surtout pour le protocole IVa-IM. Dans le 

protocole IVa-IM, les titres des immunoglobulines sériques, qui atteignent 

1/512000 en IgG, 1/51200 en IgM et 1/25600 en IgA, reflètent l'efficacité de celui-ci 

dans la stimulation totale du système immunitaire. Par ordre décroissant 

d'efficacité suivent les protocoles IL-lM, Oral-lM et Caps-IM. 

4.3 Evolution des titres d'anticorps sériques au cours des protocoles 

d'immunisation 

L'analyse de l'évolution des titres des immunoglobulines sériques au cours 

des protocoles intramusculaire-mucosal-intradermique (figures 12 et 13) montre 

une augmentation considérable des anticorps deux semaines après l'immunisation 

IM initiale. Les IgG sont prédominants; leur titre se situant entre 1/6400 (figure 

12) et 1/25600 (figure 13). Les niveaux des IgM sont généralement dix fois 

inférieurs aux titres des IgG, variant entre 1/800 (figure 12) et 1/3200 (figure 13). 

La synthèse des IgA sériques est également stimulée par l'immunisation IM mais 

elle est considérablement plus faible que celle des autres isotypes. Après la 

période des immunisations mucosales (par capsules entériques, figure 12 et 

intravaginal, figure 13) on observe, dans la plupart des sérums, une augmentation 

graduelle des anticorps de tous les isotypes dont celle des IgA sériques qui est 

généralement plus élevée. L'immunisation intradermique qui a été effectuée 

environ 90 jours après l'lM stimule avec grande efficacité la synthèse des 
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immunoglobulines de tous les isotypes. Dans les protocoles lM-caps-ID (figure12) 

et IM-IVa-ID (figure 13), peu importe la voie d'immunisation mucosale, les titres 

des anticorps se situent à 1/1024000 en IgG et 1/51200 en IgA et IgM. 

L'évolution des anticorps sériques a aussi été évaluée chez les lapins qui 

ont subi un protocole mucosal-IM-ID (figures 14, 15, 16, et 17). Suite aux 

immunisations mucosales, qui ont été échelonnées sur trois semaines (sauf 

exception l'IL qui a eu lieu une seule fois), on observe des titres très modestes des 

anticorps de tous les isotypes, atteignant 1/1600 en IgG, 1/800 en IgM et <1/50 en 

IgA. Il est cependant à remarquer qu'une prolongation d'une semaine des 

immunisations !Va (tableau vm et figure 16) se traduit par à une hausse marquée 

des immunoglobulines allant jusqu'à 1/51200 en IgG, 1/3200 en IgM et 1/400 en 

IgA. L'immunisation lM qui a suivi les interventions mucosales a stimulé la 

synthèse des anticorps sériques surtout de type IgG et IgA. Dans les protocoles 

Oral-lM-ID (figure 14) et Caps-lM-ID (figure 15) les anticorps atteignent des 

niveaux comparables soit 1/6400, 1/1600 et 1/200, en IgG, IgM et IgA, 

respectivement. Le protocole IVa-IM-ID a été celui qui de loin a stimulé le plus 

efficacement le système immunitaire, où les titres des immunoglobulines vont 

jusqu'à 1/512000 en IgG et 1/12800 en IgM et IgA (figure 16). Enfin, 

l'immunisation intradermique, administrée entre 70 et 90 jours après 

l'immunisation initiale, a stimulé également une très forte production d'anticorps, 

surtout de type IgG et IgA. Dans les protocoles Oral-lM-ID (figure 14), Caps-lM

ID (figure 15), IVa-IM-ID (figure 16) et IL-IM-ID (figure 17), peu importe la voie 

d'immunisation mucosale, les titres des immunoglobulines, comme pour les 

protocoles IM-mucosal-ID (figures 12 et 13), se situent à 1/1024000 en IgG et 

1/51200 en IgM et IgA. 
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5. EVALUATION DU POUVOIR NEUTRALISANT DES ANTICORPS 

Après avoir évalué différents protocoles d'immunisation pour leur capacité 

à induire des anticorps spécifiques du Vlli-1 chez les animaux, nous avons analysé 

le pouvoir neutralisants de ces derniers. 

5.1 Test de neutralisation utilisant les cellules CEM 

Nous avons d'abord effectué le test de neutralisation classique utilisant les 

cellules CEM sur des échantilllons choisis de sérums, de larmes, d'homogénats 

intestinaux (tableau XII). Les sérums des lapins des protocoles IVa-IM-ID, lM

Caps-ID, IL-IM-10 ainsi que l'homogénat intestinal du protocole Na-IM-ID qui ont 

été évalués correspondaient aux derniers prélèvements effectués dix jours après 

l'injection ID. Par contre, les larmes des lapins du protocole lM-Caps 

correspondaient aux prélèvements effectués suite aux immunisations par capsules 

entériques. Les résultats présentés dans le tableau XII indiquent que les anticorps 

se sont montrés capables de neutraliser l'infectivité du virus lorsque mis en 

présence d'environ 100 unités infectieuses du Vlli-1. Dans les sérums d'animaux 

immunisés selon différents protocoles, on remarque que, parallèlement aux titres 

d'immunoglobulines très élevés évalués par ELISA, les titres neutralisants sont 

également importants soit 1/320 pour les protocoles Na-lM-ID et IL-lM-ID et 1/80 

pour le protocole lM-Caps-ID. Le sérum du lapin témoin n'a aucun pouvoir 

neutralisant (<1/20). Les larmes du protocole lM-Caps et l'homogénat intestinal 

du protocole IV a-lM se sont aussi montrés capables de neutraliser l'infectivité du 

Vlli-1,les titre en neutralisation étant 1/80 et 1/160, respectivement. 
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5.2 Test de neutralisation utilisant les cellules HeLa-CD4-L TR-I3gal 

Le test d'infectivité utilisant les cellules HeLa-CD4-LTR-13gal est rapide, 

quantitatif et permet l'analyse d'un plus grand nombre d'échantillons. Ce test a été 

adapté dans notre étude pour évalué le pouvoir neutralisant des anticorps 

spécifiques du VIH-1. Les cellules HeLa-CD4-LTR-~gal expriment la molécule 

CD4 à leur surface. De plus, le gène de la j3-galactosidase (13-gal) qui est sous le 

contrôle des LTR du Vlli-1 est intégré dans leur génome. Lorsque ces cellules sont 

infectées par le Vlli, la protéine virale Tat qui est produite stimule en trans les LTR, 

qui entraîne la production de la ~-galactosidase. La présence de cette protéine est 

révélée par la coloration des feuillets cellulaires, où il y a apparition d'aggrégats de 

cellules bleues. Idéalement, l'échantillon, témoin virus, doit donner entre 50 et 100 

aggrégats de cellules infectées par cupule. Nous avons titré, sur cette lignée 

cellulaire, le VIH de façon à déterminer la dose infectieuse optimale à utiliser. Les 

résultats de cette expérience sont présentés dans le tableau XIII. D'après ces 

résultats, il faut utiliser entre 1,0XI05 à 2,0XI05 DICT50 pour se situer dans les 

conditions optimales, c'est à dire où l'on observe, en moyenne, 49 et 107 aggrégats 

cellulaires infectés, respectivement. Il est à noter que les quantités de virus 

infectieux utilisées dans ce test sont nettement supérieures aux quantités 

généralement utilisées pour le test de neutralisation classique, utilisant les CEM. 

Le tableau XIV représente l'évaluation de l'activité neutralisante des anticorps du 

sérum du protocole IVa-IM-ID (regroupant les sérums des lapins 9686-8, 9687-9 et 

9648-10) en cellules HeLa-CD4-LTR-~gal, dont le titre en neutralisation sur CEM 

est 1/320. On ne remarque pas une différence significative dans la moyenne du 

nombre d'aggrégats cellulaires infectés entre le sérum témoin et celui du protocole 

IVa-IM-ID. Ceci montre que le sérum IVa-IM-ID n'est pas capable de neutraliser 

l'infectivité d'une charge virale de VIH aussi élevée que 1Q5 particules infectieuses. 
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Ainsi, le test de neutralisation sur cellules HeLa-cD4-LTR-f3gal ne semble pas 

adéquat pour évaluer le titre neutralisant des anticorps puisqu'il requiert, en 

moyenne, 1000 fois plus d'unités infecteuses que la méthode classique sur CEM. 

Bien que plus rapide, ce test étant moins sensible et moins spécifique que le test sur 

cellules CEM, nous avons du l'abandonné. 

6.0 RESUME DES RESULTATS 

En résumé, utilisant l'IMS-Vlli-1 à titre de vaccin, plusieurs protocoles 

d'immunisations mucosales et parentérales ont été évalués dans leur pouvoir de 

stimuler la synthèse d'anticorps spécifiques du VIH-1. Un protocole à une seule 

intervention parentérale, qu'elle soit par voie lM ou IP, induit une production 

d'anticorps sériques à titres très modestes et ne stimule pas l'immunité mucosale. 

Les protocoles à interventions mucosales (oral, IV a, IL et Caps) seulement se sont 

montrés capables de stimuler à la fois une réponse humorale et mucosale. Cette 

stimulation est dépendante de la durée et la fréquence des immunisations; 

notamment, chez la souris, les immunisations orales dont la fréquence est de trois 

fois par semaine et la durée de trois semaines, stimulent très vigoureusement la 

synthèse d'anticorps sériques et une réponse en IgA-5 au niveau des muqueuses. 

Chez le lapin, parmi les différentes interventions mucosales évaluées, l'IV a et Caps 

stimulent le mieux la réponse immune. Lorsque les interventions mucosales et 

parentérales sont combinées, le système immunitaire est stimulé dans sa totalité. 

A l'exception du protocole lM-Caps, les protocoles où les immunisations 

mucosales précèdent l'intervention IM: semblent être plus efficaces. Enfin, l'analyse 

de l'évolution des titres des immunoglobulines sériques, au cours des différents 



103 

protocoles, montre que peu importe la voie d'immunisation mucosale ou l'ordre 

dans lequel les interventions mucosales et IM sont administrées, l'immunisation 

intradermique stimule très vigoureusement le système immunitaire, les titre 

atteignant 1/1024000 en IgG et 1/51200 en IgM et IgA. 



DISCUSSION 



1. EVALUATION DE L'IMMUNITE MUCOSALE ET HUMORALE 

ANTI-VIH SUITE A UNE INTERVENTION PARENTERALE 

105 

Dans la recherche d'un vaccin contre le Vlli, plusieurs approches vaccinales 

expérimentales à interventions parentérales ont montré des résultats forts 

intéressants. Des immunisations intramusculaires de macaques avec du SIV 

atténué (Daniel et al.,1992), ou du SIV inactivé (Carlson et al., 1990; Cranage et al., 

1992a, 1992b; Desrosiers et al., 1989; Murphey-Corb et al., 1989; Putkonen et al., 1992; 

Stott et al., 1991b) ont protégé les animaux contre une épreuve virale avec du virus 

homologue et hétérologue (Cranage et al., 1992a, 1992b; Murphey-Corb et al., 1992; 

Johnson et al., 1992a; Putkonen et al., 1992). Des résultats de protection, suite à des 

immunisations parentérales avec des préparations vaccinales ont également été 

rapportés dans le modèle chimpanzé/Vlli (Fultz et al., 1992; Girard et al., 1991, 

1992) et le modèle chat/FIV (Yamamoto et al., 1991, 1993). Les éléments en 

communs dans toutes ces études ont été que l'antigène était des particules virales 

(atténuées ou inactivées), les immunisations avaient été administrées par voie IM 

et que l'épreuve virale avait été effectuée par voie parentérale. A la lumière de ces 

résultats, on ne peut nier l'importance des immunisations parentérales dans la 

stimulation de l'immunité systémique surtout pour les maladies dont le 

développement d'une virémie est une condition essentielle pour la dissémination 

virale dans les tissus systémiques susceptibles. Cependant, il faut reconnaître que 

le Vlli est principalement transmis par contacts sexuels. Ainsi, lors d'une infection 

par le vœ, bien que la présence d'une immunité systémique soit importante, la 

présence d'une immunité locale semble être essentielle. En effet, les travaux de 

Marthas et Miller (1992) montrent que des macaques vaccinés par voie parentérale 

étaient protégés contre une épreuve intraveineuse, mais pas contre une épreuve 
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intravaginale. L'importance de l'immunité mucosale a été également rapportée par 

McDermott et al. (1990). Leur étude montre que le transfert intraveineux 

d'anticorps monoclonaux dirigés contre le virus herpes simplex de type 2 (HSV-2) 

protège les souris contre l'infection systémique mais pas contre une épreuve 

intravaginale. Par ailleurs, des immunisations intranasales de souris avec des 

protéoliposomes du virus de Sendai protègent tous les animaux d'une épreuve 

intranasale, tandis que seulement trois souris sur sept, immunisées par voie IM, 

sont protégées. Ces expériences soulignent que les interventions parentérales 

seules sont insuffisantes pour induire une protection contre les infections acquises 

par les muqueuses. 

Dans le cadre de ce projet, nous avons évalué, entre autre, le pouvoir d'une 

intervention parentérale à stimuler l'immunité mucosale et humorale. On 

remarque qu'une seule immunisation parentérale, qu'elle soit par voie lM ou IP, 

stimule, chez la souris, une production d'anticorps sériques à des titres très 

modestes et ne stimule pas l'immunité locale (tableau 1). Des résultats 

comparables ont été observés chez le lapin. Même après deux immunisations IM, 

malgré que les titres d'anticorps sériques soient élevés, les niveaux des 

immunoglobulines dans les différents compartiments mucosaux sont très faibles 

(figure 11). L'IgG est l'isotype principalement détecté, les titres se limitant à 1/64 

dans la salive, 1/32 dans les sécrétions intestinales et 1/8 dans les sécrétions 

vaginales. 

Les résultats obtenus chez la souris et le lapin concordent avec ceux des 

travaux rapportés dans la littérature et indiquent que les interventions parentérales 

seules sont inefficaces pour induire des anticorps à des niveaux acceptables dans 

les muqueuses. De plus, ces résultats mettent en évidence la compartimentation 
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de l'immunité mucosale et systémique et indiquent qu'elles sont gérées par des 

mécanismes distincts. 

2. EVALUATION DE L'IMMUNITE MUCOSALE ET HUMORALE 

ANTI-VIH SUITE A DES INTERVENTIONS MUCOSALES 

La barrière immunitaire au niveau des muqueuses joue un rôle de défense 

primordial contre les agents pathogènes rencontrés en ces lieux (Mazanec et al., 

1987; Michetti et al., 1992; Renegar et Small, 1991a, 199lb; Steffen et Ebersole, 1992; 

Weltzin et al., 1989; Winner et al., 1991). L'importance éminente de cette barrière 

doit être particulièrement soulignée dans le cas du vœ, un virus principalement 

transmis par les contacts sexuels. Etant donné que l'immunité mucosale n'est pas 

généralement induite par des protocoles d'immunisation conventionnels, nous 

avons analysé les différents modes d'induction d'une immunité spécifique au 

niveau des muqueuses. 

Les stratégies d'immunisation que nous avons évaluées ont été la voie orale, 

par la sensibilisation des muqueuses buccales, la voie intravaginale et la voie 

intraluminale directe, par laparotomie, ou indirecte, par capsules entériques. Ces 

interventions étaient destinées à sensibiliser le site de contact initial du VIH que 

sont, principalement, les muqueuses génitales ou à sensibiliser les sites majeurs 

d'induction d'une immunité mucosale que sont les plaques de Peyer au niveau de 

l'intestin. La capacité de ces interventions de stimuler la synthèse d'anticorps dans 

les sites effecteurs lointains a aussi été évaluée, étant donné que l'immunité 

mucosale est liée par le cycle migratoire de cellules immunocompétentes. 
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Chez la souris, en plus de la voie d'immunisation, nous avons évalué l'effet 

de la fréquence et de la durée des intervention mucosales. Les résultats des séries 

d'immunisations orales (tableau II et III) suggèrent qu'il existe une relation 

directement proportionnelle entre la durée, d'une part, et la fréquence des 

immunisations orales, et la production d'anticorps sériques et salivaires d'autre 

part. En effet, lorsque la fréquence et la durée des immunisations augmentent, la 

production d'anticorps spécifiques du VlH augmentent en parallèle. Ce 

phénomène peut être expliqué par l'augmentation du peuplement en lymphocytes 

des muqueuses (les sites effecteurs) induit par l'augmentation de la stimulation des 

sites inductifs, en l'occurrence la muqueU.$e buccale et possiblement la muqueuse 

intestinale (si l'IMS-Vlli réussi · à se rendre à ce niveau lorsqu'il est administré en 

solution). De plus, la prolong~tion de la durée des immunisations orales permet 

aux cellules sensibilisées par l'antigène de complèter leur cycle migratoire. Dans la 

majorité des études rapportées par Mestecky et McGhee (1987), avec d'autres types 

d'antigènes, les immunisations mucosales stimulent la synthèse d'anticorps au 

niveau des muqueuses mais pas dans le sérum. Dans notre cas, les immunisations 

orales (l'IMS-Vlli-1 en solution) chez la souris stimulent vigoureusement, non 

seulement l'immunité mucosale mais aussi l'immunité humorale. Notamment, les 

titres sériques en IgG+IgM atteignent 1/20480 chez les souris qui ont reçu trois 

immunisations orales par semaine durant trois semaines. Ces résultats montrent 

qu'il existe une relation entre le MALT et l'immunité systémique . Ainsi la 

compartimentation apparente entre l'immunité mucosale et systémique pourrait ne 

pas être aussi rigoureuse que l'on croit. 

Contrairement aux résultats obtenus chez la souris, les immunisations 

mucosales seules avec l'antigène en solution (trois fois par semaine durant trois 
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semaines) chez le lapin, ne stimulent pas ou très faiblement la synthèse 

d'immunoglobulines au niveau des muqueuses (tableau VII). Cette faible 

stimulation peut être expliquée par la faible dose antigénique utilisée lors des 

immunisations qui serait insuffisante pour sensibiliser les muqueuses. La 

dégradation de l'antigène ainsi que l'inefficacité de celui-ci à se rendre aux sites 

inductifs pourraient être d'autres raisons qui puissent expliquer la faible réponse 

immunitaire mucosale. Par ailleurs, ces résultats peuvent être expliqués par le fait 

que les prélèvements ont été effectués à un temps précoce. En effet, les 

prélèvements des échantillons, suites aux immunisations mucosales, ont été 

effectués deux jours après la dernière intervention (à l'exception du protocole IL où 

les prélèvements ont été effectués après deux semaines) il se peut que ceux-ci aient 

été effectués avant que le cycle migratoire des lymphocytes soit achevé. Cette 

hypothèse pourrait expliquer le fait qu'une prolongation d'une semaine des 

immunisations intravaginales a donné des titres considérablement élevés dans les 

différents compartiments mucosaux (tableau VIII). Une cinétique de production 

d'immunoglobulines sériques et dans les sécrétions mucosales devrait être 

effectuée pour être en mesure d'établir le temps post-immunisation où les titres des 

anticorps sont à un niveau maximal. 

La présence d'anticorps dans les échantillons de larme des lapins des 

protocoles IL et Caps (tableau VII) sans que ces muqueuses aient été en contact 

direct avec l'antigène met en évidence le cycle migratoire des lymphocytes depuis 

les sites inductifs qui sont, dans ce cas, les PP jusqu'aux sites effecteurs. Sur le plan 

immunologique, suite à l'immunisation intraluminale directe (IL) ou indirecte 

(Caps), les IMS-VIH, libérés dans la lumière intestinale, sont captés par les cellules 

M. Celles-ci, qui sont nombreuses au niveau de l'épithélium qui recouvre le dome 
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des PP, livrent l'antigène sans le dégrader au tissu lymphoïde sous-jacent, où a lieu 

l'induction de la réponse immune. Une fois sensibilisées, les cellules B et T quittent 

ce site inductif par les vaisseaux lymphatiques afférents et gagnent les ganglions 

lymphatiques dans lesquels a lieu la maturation cellulaire. Par la suite ces cellules 

gagnent la circulation systémique et vont coloniser les sites effecteurs. A ces lieux, 

l'expension donale des lymphocytes B conduit à la production et la sécrétion 

d'immunoglobulines. 

Parmi la grande variété d'échantillons qui ont pu être prélevés et analysés, les 

larmes ont servi comme le meilleur indicateur de l'immunité mucosale. Une raison 

qui peut expliquer cette observation est que ces sécrétions ont été les seules dont 

l'évaluation n'a pas nécessité une dilution. A cet égard, les échantillons de salive 

ont été dilués avant d'être analysés. La salivation, stimulée par l'injection d'un 

parasympaticomimétique, fait appel au liquide extracellulaire. Ce phénomène 

dilue les anticorps qui peuvent être présents dans la salive. De plus, étant donné 

que la salive est très visqueuse, elle ne peut être analysée sans être diluée. Ce 

deuxième facteur de dilution réduit le titre des anticorps. Par ailleurs, les 

sécrétions intestinales chez le lapin sont le résultat d'un gavage d'une solution de 

PEG suivi d'une injection IP de pilocarpine. Cette procédure conduit à 

l'évacuation partielle des matières fécales présentes dans le gros intestin, où on ne 

détecte pas généralement des titres d'anticorps élevés. Etant donné que la 

sécrétion d'immunoglobulines dans la lumière intestinale a lieu, en grande partie, 

au niveau de l'épithélium intestinal de l'intestin grêle, les titres des anticorps 

évalués dans les sécrétions intestinales recueillies ne représentent pas 

nécessairement l'immunité mucosale au niveau de la lumière intestinale. Enfin, au 

niveau des sécrétions vaginales nous avons été surpris d'obtenir des faibles titres 
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d'anticorps spécifiques du VIH-1, particulièrement chez les lapins qui avaient été 

immunisés par cette voie (tableaux IX). La dilution des sécrétions vaginales qui a 

eu lieu pendant le lavage vaginal et, par la suite, lors de son traitement, peut 

expliquer ces résultats. 

3. EVALUATION DE L'IMMUNITE MUCOSALE Er HUMORALE 

ANTI-VIH SUITE A DES PROTOCOLES A INTERVENTIONS MIXTES 

Les protocoles d'immunisation mucosal-parentéral et parentéral-mucosal ont 

été destinés à stimuler le système immunitaire dans sa totalité et à déterminer s'il 

valait mieux commencer par l'une ou l'autre des interventions. En effet, les 

résultats obtenus chez la souris (tableaux V et VI) et le lapin (tableaux IX et X) 

montrent que ces combinaisons d'interventions stimulent très vigoureusement la 

synthèse d'anticorps tant dans le sérum qu'au niveau des muqueuses. Cependant, 

on remarque que l'ordre dans lequel les immunisations mucosales et parentérales 

sont administrées dans un protocole donné a une importance quant au degré de 

stimulation du système immunitaire. Chez la souris, on observe que, lorsque les 

immunisations orales précèdent l'IM (Oral-lM), les titres d'anticorps spécifiques du 

Vlli dans la salive, l'homogénat intestinal et le sérum sont nettement supérieurs à 

ceux des protocoles inversés (IM-Oral, tableaux V et VI). De même, chez le lapin, 

lorsque l'on compare les protocoles IVa-IM et IM-IVa, les titres d'anticorps 

spécifiques du Vlli dans le sérum et les différents compartiments mucosa.ux sont 

plus élevés quand les immunisations IV a précèdent l'intervention lM (tableau IX). 

Ces observations , qui indiquent que le système immunitaire semble être mieux 

stimulé lorsque les immunisations mucosales précèdent l'intervention parentérale, 

sont contrées par les résultats des immunisations Caps-lM et lM-Caps chez le lapin 
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(tableau X). Dans cette série d'immunisations, le protocole où l'intervention lM 

précède les immunisations mucosales (IM-caps) semble stimuler plus fortement le 

système immunitaire. Ceci est démontré par les titres d'immunoglobulines très 

élevés dans la salive, les larmes, les sécrétions intestinales et le sérum des lapins 

ayant subi le protocole lM-Caps. La plus faible réponse immunitaire des lapins du 

protocole Caps-lM peut être expliquée par les difficultés que nous avons 

initialement rencontrées lors de l'administration des capsules entériques, étant 

donné que l'on ne pouvait pas s'assurer que les lapins ne croquaient pas les 

capsules avant de les avaler. Nous avions anticipé d'obtenir une meilleure 

stimulation de l'immunité mucosale et humorale avec le protocole Caps-lM, étant 

donné que la présentation de l'antigène se faisait au niveau des PP. Compte tenu 

des difficultés que nous avons rencontrées lors de l'administration des capsules, ce 

protocole sera réévalué. 

Bien que l'on observe une différence quant au degré de stimulation du 

système immunitaire, en fonction de l'ordre dans lequel les immunisations 

mucosales et parentérales ont été administrées, nos résultats ne nous permettent 

pas d'établir si cette différence est significative; d'une part à cause du nombre 

limité d'animaux que nous avons utilisé et d'autre part parce que les prélèvements 

dans les protocoles IM-mucosal ont été effectués deux jours après la dernière 

immunisation comparés aux protocoles mucosal-IM où les prélèvements ont eu 

lieu dix jours après l'lM. Ce délai de deux jours pourrait être insuffisant pour le 

développement de la réponse immune (particulièrement de type mucosal) ce qui 

expliquerait la disparité qui existe entre les protocoles inversés. Pour valider ces 

résultats, il faudrait faire une cinétique de production d'anticorps (sériques et au 

niveau des muqueuses) suite à un protocole d'immunisations mucosales. Ces 
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résultats nous indiqueront à quel moment après la dernière intervention mucosale 

on obtient une production maximale d'anticorps et ainsi dicteront quand effectuer 

les prélèvements. Ceci nous permettra, également, de confirmer que le système 

immunitaire est sensibilisé plus efficacement lorsque les immunisations mucosales 

précèdent l'intervention IM. 

Lorsque les différents protocoles d'immunisation mucosal-IM sont comparés 

(tableau XI) quant à leur efficacité de stimuler le système immunitaire, le protocole 

qui surpasse tous les autres est: IVa-IM. Les titres des anticorps surtout de type 

IgG, dans les sécrétions mucosales des lapins qui ont subi ce protocole se montrent 

considérables, atteignant 1/256 dans la salive, 1/3200 dans les larmes, 1/1024 dans 

les sécrétions intestinales et 1/16 dans les sécrétions vaginales. Au niveau du 

sérum, on obtient également des titres forts interessants, allant jusqu'à 1/25600 en 

IgA, 1/51200 en IgM et 1/521000 en IgG. TI est à remarquer que les titres des 

anticorps sériques des lapins du protocole IVa-IM sont plus élevés 

comparativement au lapin qui a reçu trois immunisations IM (figure 11). Ces 

résultats soulignent l'importance des immunisations mucosales dans leur pouvoir 

de sensibiliser le système immunitaire, non seulement au niveau des muqueuses, 

mais aussi au niveau systémique. 

Ce qui distingue les différents protocoles d'immunisation mucosal-parentéral, 

dont les titres des anticorps sont présentés au tableau XI, est la voie 

d'immunisation mucosale. Etant donné que tous les autres paramètres (tels que 

l'intervention IM ainsi que le temps auquel ont été effectués les prélèvements) ont 

été gardés constants, les différences que l'on observe au niveau des titres des 

anticorps dans le sérum et les différents compartiments mucosaux sont la 

conséquence des immunisations mucosales. Ces résultats soulignent l'importance 
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des interventions mucosales dans leur efficacité de stimuler le système 

immunitaire. En ordre décroissant d'efficacité ces protocoles peuvent être classés 

comme suit: IV a-lM, IL-lM, Oral-lM et Caps-lM. 

Peu d'études décrivent les caractéristiques morphologiques qui pourraient 

expliquer l'immunité mucosale au niveau du tractus génital féminin. Des cellules 

T, des lymphocytes B, des macrophages et des cellules de Langerhans ont été 

identifiées dans le vagin de souris (Parr et a/.,1991), de macaques (Miller et al., 

1992a) et de femmes (Edwards et Morris, 1985; Kutteh et al., 1988; Morris et 

al.,1983). En ces lieux, la voie inductible de l'immunité mucosale pourrait être 

effectuée par les cellules de Langerhans. Ces cellules présentatrices d'antigènes, 

nombreuses dans les muqueuses vaginales et endocervicales, pourraient 

échantillonner les antigènes au niveau des muqueuses génitales, migrer aux 

ganglions lymphatiques génitaux, présenter l'antigène aux lymphocytes et initier 

une réponse immune. Ceci couplé à une immunisation parentérale produit des 

titres d'anticorps très élevés dans le sérum et les compartiments mucosaux. 

La haute performance du protocole IL-lM, malgré qu'une seule intervention 

mucosale ait été effectuée, montre le potentiel et l'importance de stimuler le 

système immunitaire en sensibilisant les plaques de Peyer. Puisque l'IL a été 

utilisée comme modèle des immunisations orales par capsules entériques, les 

résultats du protocole IL-IM devraient, en théorie, être comparables à ceux du 

protocole Caps-lM. Les difficultés rencontrées lors de l'administration des 

capsules entériques prises en considération, le protocole Caps-lM doit être 

reévalué. 
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Lorsque l'on compare les protocoles d'immunisation, dont la première 

intervention a été de type parentérale (IM), on remarque qu'à l'exception des 

niveaux des IgA salivaires qui sont plus élevés dans le protocole IM-IVa (1/64, 

tableau IX) comparer à un titre de 114 pour les animaux du protocole IM-caps 

(tableau X), la synthèse d'immunoglobulines spécifiques du VIH-1, surtout 

d'isotype IgG, au niveau des muqueuses est plus fortement stimulée par le 

protocole lM-Caps. En effet, les titres en IgG atteignent 1/2500 dans les larmes et 

1/128 dans la salive et les sécrétions intestinales des lapins du protocole IM-caps, 

mais vont jusqu'à 1/64 dans la salive et 1/40 dans les larmes des lapins du 

protocole IM-IVa. Bien que les titres des anticorps des différents isotypes au 

niveau du sérum soient équivalents pour les protocoles IM-Caps et IM-IVa, la 

meilleure stimulation de l'immunité mucosale suite au protocole IM-caps pourrait 

être expliquée par le fait que lors des immunisations par capsules entériques, le site 

inductif principal de l'immunité mucosale a été sensibilisé. 

Suite à tous les protocoles à interventions mixtes, la présence de titres 

d'anticorps considérablement élevés, particulièrement au niveau des larmes, sans 

que les muqueuses aient été en contact direct avec l'antigène, met en évidence le 

fait que le système immunitaire mucosal est lié par la migration des cellules 

immunocompétentes depuis les sites inductifs jusqu'aux sites effecteurs. 

Cependant, étant donné que les titres des immunoglobulines surtout de type IgG 

sont très élevés dans les sécrétions mucosales et corrèlent avec les haut niveaux 

d'IgG dans le serum de ces mêmes animaux (tableau IX à XI et figures 6 à 10) il se 

peut que leur présence soit aussi le résultat de le transudation passive depuis le 

sérum. Nos résultats ne nous permettent pas d'identifier lequel de ces deux 

mécanismes prévaut. 
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L'analyse de l'évolution des titres des immunoglobulines sériques au cours 

des différents protocoles d'immunisation, nous a permis d'évaluer l'effet de chaque 

type d'intervention sur la synthèse des anticorps sériques. Chez le lapin, les 

immunisations mucosales seules, échelonnées sur une période de trois semaines, 

ne stimulent que faiblement la synthèse d'anticorps sériques (tableau VII). La 

prolongation d'une semaine des immunisations intravaginales (tableau VIII et 

figure 16) se traduit par une hausse marquée des anticorps sériques, les titres 

atteignant 1/51200 en IgG, 1/3200 en IgM et 1/400 en IgA. Cette forte stimulation 

de la synthèse d'anticorps sériques suite à des immunisations mucosales 

uniquement, qui est aussi observée dans le modèle souris (tableau II et III), 

souligne le rôle primordial du système immunitaire associé aux muqueuses, non 

seulement dans les réponses immunes locales mais aussi au niveau systémique. 

Cette capacité que semble avoir le MALT à sensibiliser l'immunité systémique 

pourrait expliquer l'observation, à savoir que la synthèse d'anticorps sériques est 

plus vigoureusement stimulée lorsque, dans un protocole donné à interventions 

mixtes, les immunisations mucosales précèdent l'lM. L'avantage de combiner à un 

régime d'immunisation parentérale des interventions mucosales serait double: ceci 

induirait une immunité au niveau des muqueuses et augmenterait l'immunité 

systémique. Par ailleurs, dans les différents protocoles qui ont été étudiés on 

remarque que l'injection intradermique augmente considérablement les titres des 

anticorps sériques de tous les isotypes. Au niveau cellulaire ceci peut être expliqué 

par le fait que la peau possède un grand nombre de cellules dendritiques et des 

cellules de Langerhans. Celles-ci sont des cellules présentatrices d'antigène qui 

initient des réponses immunitaires. L'intervention intradermique sensibilise les 

organes lymphoïdes annexés à la peau (SALT) qui est une composante du système 
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immunitaire mucosal. Ce type d'intervention devrait être sérieusement considérée 

dans l'établissement de protocoles d'immunisations contre le vœ. 

4. EVALUATION DU POUVOIR NEUTRALISANT DES ANTICORPS 

La production d'immunoglobulines capables de neutraliser l'infectivité d'un 

agent pathogène représente une arme importante de défense de l'organisme. A cet 

effet, dans le cadre de nos expériences, nous avons analysé le pouvoir neutralisant 

des anticorps dont la synthèse a été vigoureusement stimulée suite à des 

immunisations mucosales et parentérales. 

Selon le test de neutralisation classique sur cellules CEM (tableau XII), les 

anticorps, dans les échantillons de sérum, de larmes et d'homogénat intestinal, se 

sont montrés capables de neutraliser l'infectivité du Vlli-llorsque mis en présence 

d'environ 100 unités infectieuses de virus. Notamment, les titres neutralisants au 

niveau du sérum des lapins des protocoles IVa-IM-ID et IL-lM-ID atteignent 

1/320. Des anticorps neutralisants sont également détectés au niveau des larmes 

(1/80) et dans l'homogénat intestinal (1/160) des lapins des protocoles IM-caps et 

IV a-lM-ID, respectivement. 

Le test de neutralisation utilisant les cellules HeLa-CD4-LTR-~gal s'est avéré 

moins sensible que le test de neutralisation classique. ll faut utiliser entre l,OxlOS à 

2,0x10S DICTso pour être dans les conditions optimales du test, c'est à dire où l'on 

observe, en moyenne, 49 et 107 aggrégats de cellules infectées (tableau XIII). Le 

sérum du protocole IV a-lM-ID, dont le titre neutralisant sur CEM est 1/320, n'est 

pas capable de neutraliser l'infectivité d'une charge virale aussi élevée que lOS 
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particules infectieuses (tableau XIV). Ainsi, bien que le test de neutralisation 

utilisant les cellules HeLa-CD4-LTR-~gal soit rapide, quantitatif et permet l'analyse 

d'un grand nombre d'échantillons à la fois, il ne semble pas adéquat pour évaluer 

le titre neutralisant des anticorps puisqu'il requiert, en moyenne 1000 fois plus de 

virus infectieux que la méthode classique sur CEM. 



CONCLUSION 
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Etant donné que le VIH est principalement transmis par les contacts 

sexuels et vue la pertinence de l'immunité mucosale dans les maladies transmises 

par cette voie, nous avons évalué dans le cadre de ce projet différents paramètres 

quant à leur capacité de stimuler à la fois une immunité mucosale et humorale 

contre le VIH in vivo, utilisant à titre de vaccin expérimentall'immunosome -VIH. 

Chez la souris et le lapin, les immunisations parentérales, par voie intramusculaire 

ou intrapéritonéale, bien qu'elles stimulent la synthèse d'anticorps sériques, sont 

inefficaces pour induire des anticorps au niveau des muqueuses. Par contre, les 

protocoles à interventions mucosales seulement (oral, intravaginal, intraluminal et 

par capsules entériques) se sont montrés capables de stimuler à la fois l'immunité 

mucosale et systémique. Cette stimulation semble être dépendante de la fréquence 

et la durée des immunisations. En effet chez la souris, sur une période de trois 

semaines, le protocole le plus efficace est celui dont les immunisations ont été 

effectuées trois fois par semaine. De même chez le lapin, les immunisations 

intravaginales administrées trois fois par semaine stimulent une plus forte réponse 

immune lorsqu'elles sont échelonnées sur une période de quatres semaines 

comparativement à une, deux ou trois semaines. Parmi les différentes voies 

mucosales d'immunisation qui ont été évaluées, les immunisations intravaginales 

stimulent le plus efficacement le système immunitaire suivi par ordre décroissant 

des interventions par capsules entériques, intraluminal et orale; les deux dernières 

étant équivalentes. Suite aux immunisations mucosales, les titres des anticorps 

spécifiques du VIH, surtout au niveau du sérum, montrent que les relations qui 

existent entre les divers systèmes lymphoïdes associés aux muqueuses et 

l'immunité systémique sont plus étroites qu'on le croyait. 
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Lorsque les immunisations mucosales sont combinées à une intervention 

parentérale (IM) le système immunitaire est très fortement stimulé. En général, les 

protocoles dont les interventions mucosales précèdent l'lM semblent être plus 

efficaces à cet effet. Par ordre décroisant d'efficacité les protocole mucosal-IM sont 

classés comme suit: IVa-IM, IL-lM, Oral-lM et Caps-lM. Le protocole IVa-IM est 

particulièrement intéressant étant donné que nous avons voulu sensibiliser les 

muqueuses génitales qui sont le site de contact principal du VIH. 

Par ailleurs, l'efficacité du protocole IL-IM, malgré qu'une seule 

intervention mucosale ait été effectuée, montre l'importance et le potentiel de 

stimuler le système immunitaire en sensibilisant les plaques de Peyer. 

L'immunisation intraluminale par laparotomie a été évaluée comme modèle des 

immunisations par capsules entériques. Ces deux interventions étaient destinées à 

sensibiliser les sites majeurs d'induction d'une immunité mucosale que sont les PP. 

Compte tenu de l'efficacité du protocole IL-IM, l'administration des capsules 

entériques devrait être considérée comme voie d'immunisation. L'avantage qu'ont 

les capsules entériques est que l'antigène est protègé du milieu acide de l'estomac 

et des enzymes protéolytiques, mais est libéré au niveau de l'intestin grêle dans 

lequel sont localisées les nombreuses PP. Cet avantage, couplé aux avantages 

pratiques et économiques associés à la distribution et l'administration de 

médicaments par cette voie, font des capsules entériques un mode d'immunisation 

oral fort intéressant. 

L'augmentation considérable des titres des anticorps sériques de tous les 

isotypes suite à une immunisation intradermique montre la nécessité de 

sérieusement considérer ce type d'intervention dans l'établissement de protocoles 

d'immunisation contre le VIH. Sur le plan immunologique il faut souligner que 
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l'ID sensibilise le SALT (les organes lymphoïdes annexés à la peau) qui est une 

composante du système immunitaire mucosal (MALT). 

La présence d'anticorps spécifiques du Vlli dans les larmes et la salive, 

dans les protocoles où les muqueuses que baignent ces sécrétions n'avaient pas été 

en contact direct avec l'antigène met en évidence le cycle migratoire des 

précurseurs de lymphocytes B depuis les sites inductibles aux sites effecteurs 

éloignés. Bien entendu, la transudation passive des anticorps depuis le sérum aux 

diverses sécrétions mucosales ne peut être exclue, cependant, nos résultats ne nous 

permettent pas de déterminer lequel des deux mécanismes prévaut en ce qui 

concerne les IgG. 

Le test de neutralisation classique sur cellules CEM nous a permis de 

mettre en évidence la présence d'anticorps neutalisants dans les échantillons de 

protocoles choisis. Un test parallèle sur cellules HeLa-CD4-L TR-pgal, que nous 

avons adapté à partir d'un test d'infectivité, s'est avéré peu sensible et inefficace 

puisqu'il nécessitait, en moyenne, 1000 fois plus de particules infectieuses que le 

test de neutralisation classique. 

Ce projet nous a permis de définir les protocoles à entreprendre chez le 

macaque, que nous utilisons comme modèle animal pour évaluer le pouvoir 

protecteur de l'immunosome à titre de vaccin contre le SIV. 
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Figure 1: Représentation schématique du VIH 

Une représentation schématique d'une coupe transversale du Vlli 

laisse voir le génome viral, constitué de 2 RNA monocaténaire, 

intimement lié aux polypeptides p6/p7 et à une enzyme, la 
transcriptase inverse. La protéine structurale p24/25 forme la 

capside, une structure qui protège l'information génétique du 
viron. La matrice que forme la p17 /18 tapisse la surface sous
jacente de l'enveloppe virale. Cette dernière porte des spicules 
glycoprotéiques qui sont constituées de gp120 liées aux gp41 qui 
sont ancrées dans l'enveloppe virale par leurs portions 

hydrophobes. 
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Figure 2: Organisation génomique du VIH-1 

L'organisation du DNA proviral montre trois gènes structuraux 

essentiels, qui sont, à partir de l'extrémité 5' gag, pol et env. Ces 

gènes définissent la morphologie des virions matures et sont 

communs à tous les rétrovirus. En outre, les gènes tat, rev, nef, vif, 
vpr et vpu sont associés à une fonction de régulation ou un rôle 

dans l'infectivité. Les extrémités génomiques sont bordées par des 

séquences répétitives (LTR) porteuses d'éléments qui répondent 

aux produits des gènes tat et rev. 
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Figure 3: Le système immunitaire mucosal 

Une représentation schématique du système immunitaire mucosal 

montre deux sites principaux: les sites inductifs et les sites 

effecteurs. Les sites inductifs situés dans les divers tissus 
lymphoïdes associés aux muqueuses sont des sources de 
précurseurs cellulaires capables de subir une stimulation directe 

par l'antigène. Une fois sensibilisés par l'antigène les lymphocytes 
T et B quitent les sites inductifs par les vaissaux lymphatiques 
afférents et gagnent les ganglions lymphatiques mésentériques, où 
a lieu la maturation des cellules. Celles-ci gagnent, par la suite, la 

circulation systémique et vont coloniser les sites effecteurs. Sous 

l'influence antigénique, il y a expension donale des cellules; pour 

les lymphocytes B ceci se traduit par la production et sécrétion 
d'immunoglobulines. Ainsi, le système mucosal commun est lié 
par le cycle de migration des lymphocytes B et T qui est 
indispensable au peuplement des sites effecteurs en cellules 

lymphoïdes matures. 

Adapté de Miller et al., 1992b 
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Figure 4: Profil électrophorètique des glycoprotéines virales purifiées et 

des immunosomes VIH 

A partir de surnageants concentrés de cellules CEM infectées au 
vœ, les glycoprotéines ont été purifiées par ultracentrifugation en 
gradients de saccharose 60 à 8%. Celles-ci ont alors été ancrées à la 

surface de vésicules phospholipidiques préformées (liposomes) 

pour former des immunosomes vœ (IMS-Vlli). 

Les glycoprotéines purifiées sont représentées dans les puits 2 et 3 
et les Th15-Vlli dans les puits 4 et 5. La concentration protéique, 
déterminée par la méthode de Bio-Rad est de 1,7 mg/mL pour les 

glycoprotéines et 0,7 mg/mL pour les IM5-Vlli. Les puits 2,3,4 et 

5 contiennent, respectivement 25, 20, 50 et 25 J.LL de l'échantillon. 
Le puit 1 correspond aux marqueurs de référence dont les masses 

moléculaires relatives sont les suivantes: myosine 200 000, P
galactosidase 116 000, phosphorylase b 97 000, albumine sérique 

bovine 68 000 et ovalbumine 43 000. 

L'électrophorèse a été effectuée sur un gel de polyacrylamide 8% 
en milieu dénaturant (SDS) et réducteur. Le gel a été par la suite 
coloré au nitrate d'argent. 
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Figure 5: Morphologie de l'immunosome VIH-1 et du VIH-1 

Microphotographie de l'immunosome Vlli-1 (a) et du Vlli-1, une 

particule virale intacte (b). Les échantillons ont été colorés 

négativement avec 3% d'acide phosphotungstique, pH 6,3 et 

examinés au microscope électronique "Philips 300". 
Noter qu'à l'instar du Vlli, la surface de l'immunosome VIH est 

recouverte de projections d'environ 8 nm qui représentent les 

glycoprotéines gp 160 ·ancrées par leurs portions hydrophobes 

dans l'enveloppe phospholipidique du liposome. 
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Figures 6 et 7: Titres et isotypes des anticorps spécifiques du VIH-1 par ELISA 
selon un protocole d'immunisation IVa-IM avec l'IMS-VIH-1 

chez le lapin 

Des lapins femelles ''White New Zealand" (9686-8 et 9687-9) ont été 
immunisés selon un protocole d'interventions IVa-IM: avec l'IM5-

Vlli-1,la dose antigénique étant de 100 J.lg pour l'IVa et de 200 J.lg 
pour l'lM:. Les lapins ont reçu des immunisations intravaginales 
trois fois par semaines durant trois semaines (jours 0, 2, 7, 9, 13, 15, 

17, 20 et 22) suivie par une injection IM au jour 25. Les 

prélèvements de salive, larmes, urine, sécrétions vaginales, 
sécrétions intestinales, mucus intestinal et sérum ont été effectués 

au jour 35 et les titres des anticorps spécifiques du Vlli-1 ont été 

déterminés par ELISA. 

lM: intramusculaire !Va: intravaginal 
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Figure 7 Titres et isotypes des anticorps spécifiques du VIH-1 par ELISA 
selon un protocole d'immunisation IVa-IM 

avec I'IMS-VIH-1 chez le lapin 
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Figure 8: Titres et isotypes des anticorps spécifiques du VIH-1 par ELISA 
selon un protocole d'immunisation IM-IVa avec l'IMS-VIH-1 

chez le lapin 

Un groupe de lapins femelles "White New Zealand" (9690-11 et 

9691-12) a été immunisé selon un protocole d'interventions IM-IVa 
avec l'IM5-Vlli-1, la dose antigénique étant de 200 ~g pour l'lM et 
de 100 ~g pour l'IV a. Les lapins ont reçu une injection IM au jour 0 
suivie par des immunisations IV a durant trois semaines, aux jours 
15, 17, 20, 22, 24, 27, 31, 34 et 36. Les prélèvements de salive, 

larmes, sécrétions intestinales et sérum ont été effectués deux jours 

après la dernière intervention !Va et les titres des anticorps 

spécifiques du Vlli-1 ont été déterminés par ELISA. 

lM: intramusculaire IVa: intravaginal 
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Figure 9: Titres et isotypes des anticorps spécifiques du VIH-1 par ELISA 
selon un protocole d'immunisation Caps-lM avec l'IMS-VIH-1 

chez le lapin 

Un groupe de lapins femelles "White New Zealand" (9729-2 et 
973D-3) a été immunisé selon le protocole d'intervention Oral-lM 

avec l'IM5-VIH-1, la dose antigénique étant de 100 et 200 J.lg, 

respectivement pour l'oral et l'lM. Les lapins ont été immunisés 
par voie orale durant trois semaines (jours 0, 2, 7, 9, 13, 15, 17,20 et 

22) suivie par une injection IM au jour 25. Les prélèvements des 
échantillons ont été effectués au jour 35 et les titres des anticorps 

spécifiques du Vlli-1 dans la salive, larmes, sécrétions intestinales 

et sérum ont été déterminés par EUSA. 

Caps: capsules entériques IM: intramusculaire 
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Figure 10: Titres et isotypes des anticorps spécüiques du VIH-1 par ELISA 

selon un protocole d'immunisation lM-Caps avec l'IMS-VIH-1 
chez le lapin 

Un groupe de lapins femelles "White New Zealand" (9688-6 et 

9694-7) a été immunisé selon le protocole d'intervention lM-Caps 

avec l'IM5-VIH, la dose antigénique étant de 100 llg pour les 

capsules entériques et de 200 llg pour l'IM. Les lapins ont reçu une 

injection .IM: au jour 0 suivie par des capsules entériques durant 
trois semaines (jours 15, 17, 20, 22, 24, 27, 31, 34 et 36). Le 

prélèvement des échantillons a eu lieu deux jours après la dernière 

intervention Caps. Les titres des anticorps spécifiques du VIH-1 

dans la salive, les sécrétions intestinales et le sérum ont été 

déterminés par ELISA. 

Caps: capsules entériques lM: intramusculaire 
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Figure 11: Titres et isotypes des anticorps spécifiques du VIH-1 par ELISA 

selon un protocole d'immunisation lM avec l'IMS-VIH-1 chez le 

lapin 

Un lapin femelle "White New Zealand" (9692-15) a été immunisé 

deux fois par voie IM: avec l'IM:S.Vlli-1 (200 Jlg) aux jours 0 et 7. 

Le prélèvement des échantillons a eu lieu au jour 17 et les titres des 
anticorps spécifiques du VIH-1 dans la salive, le sérum et les 

sécrétions vaginales et intestinales ont été déterminés par ELISA. 

lM: intramusculaire 
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Figure 12: Evolution des titres et isotypes des anticorps sériques 

spécifiques du VIH-1 au cours d'un protocole d'immunisation 

lM-Caps-ID avec l'IMS-VIH-1 chez le lapin 

Un groupe de lapins femelles "White New Zealand" (9688-6 et 

9694-7) a été immunisé selon le protocole lM-Caps-ID avec l'IMs

VIH-1, la dose antigénique étant de 100, 200 et 300 J,lg, 
respectivement pour les capsules entériques, l'lM et l'ID. Les 

lapins ont reçu une injection par la voie IM au jour 0 suivie 

d'immunisations orales avec des capsules entériques, aux jours 15, 

17, 20, 22, 24, 27, 31, 34 et 36 et une immunisation ID au jour 86. 

Un échantillon de sérum a été prélevé aux jours 0, 13, 31,41 et 99 et 

les titres des anticorps spécifiques du Vlli-1 ont été déterminés par 

ELISA. 

Caps: capsules entériques ID: intradermique IM: intramusculaire 
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Figure 13: Evolution des titres et isotypes des anticorps sériques 

spécifiques du VIH-1 au cours d'un protocole d'immunisation 

IM-IVa-10 avec l'IMS-VIH-1 chez le lapin 

Un groupe de lapins femelles "White New Zealand" (9690-11 et 

9691-12) a été immunisé selon le protocole IM-IVa-ID avec l'IM5-

VIH-1, la dose antigénique étant de 100, 200 et 300 Jlg, 

respectivement pour l'IVa, l'lM et l'ID. Les lapins ont reçu une 

injection par la voie IM au jour 0 suivie par des immunisations IV a, 

aux jours 15, 17, 20, 22, 24, 27, 31, 34 et 36 et une injection ID au 

jours 86. Un échantillon de sérum a été prélevé aux jours 0, 13, 30, 

38 et 99 et les titres des anticorps spécifiques du Vlli-1 ont été 

déterminés par ELISA. 

ID: intradermique lM: intramusculaire IVa: intravaginal 
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Figure 14: Evolution des titres et isotypes des anticorps sériques 

spécifiques du VIH-1 au cours d'un protocole d'immunisation 

Oral-lM-ID avec l'IMS-VIH-1 chez le lapin 

Un lapin femelle "White New Zealand" (9646-5) a été immunisé 

selon un protocole Oral-lM-ID avec l'IMS-VIH-1, la dose 

antigénique étant de 100, 200 et 300 Jlg, respectivement pour l'IV a, 

l'lM et l'ID. Le lapin a reçu trois immunisations orales par semaine 

durant trois semaines (jours 0, 2, 7, 9, 13, 15, 17, 20 et 22) suivie par 

une injection IM au jour 27 et une immunisation ID au jour 71. Un 

échantillon de sérum a été prélevé aux jours 0, 14, 36 et 84 et les 

titres des anticorps spécifiques du Vlli-1 ont été déterminés par 

ELISA. 

ID: intradermique lM: intramusculaire 
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Figure 15: Evolution des titres et isotypes des anticorps sériques 
spécifiques du VIH-1 au cours d'un protocole d'immunisation 

Caps-lM-ID avec l'IMS-VIH-1 chez le lapin 

Un lapin femelle "White New Zealand" (9730-3) a été immunisé 

selon un protocole Caps-lM-ID avec l'IMS-VIH-1, la dose 

antigénique étant de 100, 200 et 300 J.lg, respectivement pour les 

capsules entériques, l'lM et l'ID. Le lapin a reçu par voie orale des 

capsules entériques durant trois semaines, aux jours 0, 2, 7, 9, 13, 
15, 17, 20 et 22 suivie par une injection IM au jour 25 et une 

immunisation ID au jour 69. Un échantillon de sérum a été prélevé 

aux jours 0, 21, 35 et 82 et les titres des anticorps spécifiques du 

Vlli-1 ont été déterminés par EUSA. 

Caps: capsules entériques ID: intradermique lM: intramusculaire 
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Figure 16: Evolution des titres et isotypes des anticorps sériques 

spécifiques du VIH-1 au cours d'un protocole d'immunisation 
IVa-IM-ID avec l'IMS-VIH-1 chez le lapin 

Un groupe de lapins femelles "White New Zealand" (9686-8 et 

9687-9) a été immunisé selon un protocole IVa-IM:-10 avec l'IM:5-

VIH-1, la dose antigénique étant de 100, 200 et 300 J.Lg, 

respectivement pour l'IVa, l'lM et l'ID. Les lapins ont été 

immunisés par voie intravaginale aux jours 0, 2, 7, 9, 13, 15, 17, 20, 

22, 24, 29, 31 et 34 suivie par une injection IM: au jour 41 et une 

immunisation ID au jour 88. Un échantillon de sérum a été prélevé 

aux jours 0, 27, 36,50 et 99 et les titres des anticorps spécifiques du 

VIH-1 ont été déterminés par EUSA. 

ID: intradermique lM: intramusculaire Na: intravaginal 
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Figure 17: Evolution des titres et isotypes des anticorps sériques 
spécifiques du VIH-1 au cours d'un protocole d'immunisation 
IL-lM-ID avec l'IMS-VIH-1 chez le lapin 

Un lapin femelle "White New Zealand" (9650-14) a été immunisé 

selon un protocole IL-IM-ID avec l'IM5-VIH-1, la dose antigénique 

étant de 50, 200 et 300 J.!g, respectivement, pour l'IL, l'lM: et l'ID. 

L'immunisation IL a été effectuée au jour 0 suivie par deux 

interventions IM aux jours 14 et 21 et une injection ID au jour 64. 

Un échantillon de sérum a été prélevé aux jours 0, 13, 27 et 77 et les 

titres des anticorps spécifiques du VIH-1 ont été déterminés par 

ELISA. 

10: intradermique IL: intraluminal lM: intramusculaire 
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Tableau 1: Titres des anticorps spécifiques du VIH-1 par ELISA selon un 

protocole à une intervention parentérale par voie lM ou IP avec 

l'IM8-VIH-1 chez la souris 

Des groupes de souris Balb/c femelles ont été immunisés par voie 

intramusculaire ou intrapéritonéale avec 45 J.Lg d'IM5-VIH-1 dans 

un volume total de 100 J.LL. Un volume égal de PBS stérile a été 

adnùnistré par la même voie aux souris témoins négatifs. Les 

prélèvements de salive, de sérum et d'homogénat intestinal ont été 

effectués 15 jours plus tard et le titres des anticorps spécifiques du 

Vlli-1 ont été évalués par ELISA. Le titre représente la plus 

grande dilution qui donne une densité optique à 490 nm 

supérieure ou égale à 0,200. 



Tableau 1 

Titres des anticorps spécifiques du VIH-1 par ELISA selon 
un protocole à une intervention parentérale par voie lM ou IP 

avec l'immunosome VIH-1 chez la souris 

Titre des anticorps spécifiques du VIH-1 par ELISA 

Souris Salive Homogénat intestinal Sérum 

IgA IgA IgG+IgM IgA IgG+IgM 

Immunisation intramusculaire (lM) 

1 <6 <10 <10 <50 400 
2 <6 <10 <10 <50 200 
3 <6 <10 <10 <50 400 
4 <6 <10 <10 <50 100 
5 <6 <10 <10 <50 400 
6 <6 <10 <10 <50 200 

lmmunjsatjon jntrapéritonéale (1p) 

7 <6 <10 <10 <50 800 
8 <6 <10 <10 <50 400 
9 <6 <10 <10 100 6400 

témoins négatifs 

10 <6 <10 <10 <10 <10 
11 <6 <10 <10 <10 <10 
12 <6 <10 <10 <10 <10 
13 <6 <10 <10 <10 <10 
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Tableau II: Effet de la durée des immunisations orales avec l'IMS-VIH-1 sur 

la synthèse d'anticorps spécifiques du VIH-1 chez la souris 

Des groupes de souris Balb/ c ont été immunisés par voie orale 

avec 25 Jl8 d'IMS-VIH-1 dans un volume total de 100 JJ.L. Un 

volume égal de PBS stérile a été administré par la même voie aux 

souris témoins négatifs. Les immunisations ont eu lieu trois fois 

par semaine durant une (souris 1 à 6), deux (souris 7 à 12) ou trois 

(souris 13 à 18) semaines. Deux jours après la dernière 

intervention, les prélèvements ont été effectués et les titres des 

anticorps spécifiques du VIH-1 dans la salive et le sérum ont été 

évalués par EUSA. 



Tableau II 
Effet de la durée des immunisations orales avec l'IMS-VIH-1 

sur la synthèse d'anticorps spécifiques du VIH-1 
chez la souris 

Titre des anticorps spécifiques du VIH-1 par ELISA 

Souris Salive Sérum 
IgA IgA IgG+IgM 

Trois fois par semaine 
pendant wu:. semaine 

1 <6 <10 10 
2 <6 <10 <10 
3 <6 <10 <10 
4 <6 <10 10 
5 <6 <10 10 
6 <6 <10 <10 

Trois fois par semaine 
pendant d.t:1a semaines 

7 192 160 2560 
8 30 80 2560 
9 <6 80 1280 

10 <6 40 640 
11 6 20 160 
12 <6 <10 40 

Trois fois par semaine 
pendant fLlliJ. semaines 
13 >192 20 20480 
14 >192 160 10240 
15 >192 40 10240 
16 192 320 2560 
17 96 80 10240 
18 48 160 5120 

témoins négatifs 
19 <6 <10 <10 
20 <6 <10 <10 
21 <6 <10 <10 
22 <6 <10 <10 
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Tableau III: Effet de la fréquence des immunisations orales avec l'IMS-VIH-1 

sur la synthèse d'anticorps spécifiques du VIH-1 chez la souris 

Des groupes de souris Balb/c femelles ont été immunisés par voie 

orale avec 25 J.Lg d'IMS-Vllf-1 dans un volume total de 100 J.LL. Un 

volume égal de PBS a été administré par la même voie aux souris 

témoins négatifs. La durée de l'expérience a été constante (3 

semaines) mais la fréquence des immunisations orales a varié soit 

une fois (souris 1 à 6), deux fois (souris 7 à12) ou trois fois (souris 

13 à 18) par semaine. Deux jours après la dernière intervention, les 

prélèvements ont été effectués et les titres des anticorps spécifiques 

du Vlli-1 dans la salive et le sérum ont été évalués par EUSA. 



Tableau III 
Effet de la fréquence des immunisations orales avec l'IMS-VIH-1 

sur la synthèse d'anticorps spécifiques du VIH-1 
chez la souris 

Titre des anticorps spécifiques du VIH-1 par EUSA 

Souris Salive Sérum 
IgA IgA IgG+IgM 

Jbgfois par semaine 
pendant trois semaines 

1 <6 <10 <10 
2 <6 <10 <10 
3 <6 <10 <10 
4 <6 <10 <10 
5 <6 <10 <10 
6 <6 <10 <10 

~ois par semaine 
pendant trois semaines 

7 96 160 10240 
8 96 160 2560 
9 48 40 10240 

10 24 20 20480 
11 6 80 10240 
12 6 40 10240 

I1:Jlh.jois par semaine 
pendant trois semaines 

13 >192 20 20480 
14 >192 160 10240 
15 >192 40 10240 
16 192 320 2560 
17 96 80 10240 
18 48 160 5120 

Témoins négatifs 
19 <6 <10 <10 
20 <6 <10 <10 
21 <6 <10 <10 
22 <6 <10 <10 
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Tableau IV: Titres des anticorps spécifiques du VIH-1 par ELISA selon un 

protocole à une seule immunisation IL et à une combinaison 

d'interventions IL-lM avec l'IMS-VIH-1 chez la souris 

Des groupes de souris Balb/ c femelles ont reçu 30 J.Lg d'IM:S-VIH-1 

par voie IL (souris 1 à 3) ou une intervention IL suivie d'une 

immunisation lM (45 J.Lg d'IM5-Vlli-1) deux semaines plus tard 

(souris 4 à 9). Des immunisations IL et IM avec du PBS stérile ont 

été effectuées aux souris témoins négatifs. Deux semaines après la 

dernière intervention les prélèvements ont été effectués et les titres 

des anticorps spécifiques du Vlli-1 dans la salive, l'homogénat 

intestinal et le sérum ont été déterminés par EUSA. 

IL: intraluminal lM: intramusculaire 



Tableau IV 
Titres des anticorps spécifiques du VIH-1 par ELISA selon 

un protocole à une seule immunisation IL et à une combinaison 
d'interventions IL-lM avec l'IMS-VIH-1 chez la souris 

Titre des anticorps spécifiques du VIH-1 par EUSA 

Souris Salive Homogénat intestinal Sérum 

IgA IgA IgG+IgM IgA IgG+IgM 

lutr.alumiu.al ~~le.me.nt fl.Ll 
1 <6 20 10 <50 <50 
2 <6 20 <10 <50 100 
3 <6 20 <10 <50 200 

lutUilum.illal-illtramus.r:ulair.e. aL-lM! 

4 64 40 640 <50 204800 
5 64 80 640 <50 102400 
6 64 40 160 <50 102400 
7 64 40 160 <50 25600 
8 32 80 160 <50 51200 
9 32 80 80 <50 6400 

té.mo.ill~ lJégati!.~ 

10 <6 <10 <10 <10 <10 
11 <6 <10 <10 <10 <10 
12 <6 <10 <10 <10 <10 
13 <6 <10 <10 <10 <10 



169 

Tableau V: Titres des anticorps spécifiques du VIH-1 selon deux protocoles 

d'immunisation inversés par voies orale,. et lM avec l'IMS-VIH-1 

chez la souris 

Des groupes de souris Balb/ c femelles ont été immunisés selon des 

protocoles à interventions mixtes avec l'IM5-VIH-1 (ou du PBS 

pour les témoins négatifs), la dose antigénique étant de 25 ~g pour 

les immunisations orales et de 45 ~g pour l'lM. Le premier groupe 

de souris (1 à 6) a reçu trois immunisations orales par semaine 

durant 2 semaines (jours 0, 2, 4, 7, 9 et 11) puis une injection lM au 

jour 28. Une semaine plus tard, les prélèvements ont été effectués 

et les titres des anticorps spécifiques du VIH-1 dans la salive, 

l'homogénat intestinal et le sérum ont été déterminés par ELISA. 

Le deuxième groupe de souris (7 à 12) a reçu le protocole inversé, 

soit une injection IM au jour 0 suivie par des immunisations orales 

3 fois par semaine durant 2 semaines (jours 7, 9, 11, 14, 16 et 18). 

Les prélèvements, dans ce cas, ont eu lieu 2 jours après la dernière 

immunisation orale. 

lM: intramusculaire 

,. Les immunisations orales ont eu lieu trois fois par semaine 

pendant deux semaines. 



Tableau V 
Titres des anticorps spécifiques du VIH-1 selon deux protocoles 

d'immunisation inversés par voies orale et lM avec l'IMS-VIH-1 chez la souris 

Titre des anticorps spécifiques du VIH-1 par EUSA 

Souris Immunisation Salive Homogenat intestinal Serum 
IgA IgA IgG+IgM IgA IgG+IgM 

1 Oral*-IM 120 160 1280 50 102400 
2 " 12 160 320 50 102 400 
3 Il 120 80 320 200 51200 
4 Il 48 80 160 <50 51200 
5 " 48 80 80 100 25600 
6 Il <6 80 10 <50 1600 

7 lM-Oral* <6 80 40 <20 3200 
8 " <6 40 10 <20 3200 
9 Il <6 80 10 <20 1600 

10 Il 6 80 <10 <20 800 
11 " <6 80 <10 <20 800 
12 Il <6 40 10 <20 800 

13 PBS <6 <10 <10 <20 100 
14 " <6 <10 <10 <20 100 
15 Il <6 <10 <10 <20 100 
16 Il <6 <10 <10 <20 100 

* Les immunisations orales ont eu lieu trois fois par semaine pendant~ semaines. 
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Tableau VI: Titres des anticorps spécifiques du VIH-1 selon deux protocoles 

d'immunisation inversés par voies orale"' et lM avec l'lM S. VIH-1 

chez la souris 

Des groupes de souris Balb/ c femelles ont été immunisés selon des 

protocoles à interventions mixtes avec l'IMS-Vlli-1 (ou du PBS 

pour les souris témoins négatifs), la dose antigénique étant de 25 

J.Lg pour les immunisations orales et de 45 J.Lg pour l'lM. Le 

premier groupe de souris (1 à 6) a reçu 3 immunisations orales par 

semaine durant 3 semaines (jours 0, 2, 4, 7, 9, 11, 14, 16 et 18) suivie 

par une injection IM au jour 25. Une semaine plus tard, les 

prélèvements ont été effectués et les titres des anticorps spécifiques 

du Vlli-1 dans la salive, l'homogénat intestinal et le sérum ont été 

évalués par ELISA. De plus, les anticorps sériques qui 

reconnaissent le VIH ont été révélés par immunofluorescence. Le 

deuxième groupe de souris (7 à 12) a reçu le protocole inversé, soit 

une injection lM au jour 0 suivie par des immunisations orales 3 

fois par semaine durant trois semaines (jours 7, 9, 11, 14, 16, 18, 21, 

23 et 25). Les prélèvements, dans ce cas, ont eu lieu 2 jours après la 

dernière immunisation orale. 

lM: intramusculaire 

• Les immunisations orales ont eu lieu trois fois par semaine 

pendant trois semaines. 



Tableau VI 
Titres des anticorps spécifiques du VIH-1 selon deux protocoles 

d'immunisation inversés par voies orale et lM avec l'IMS-VIH-1 chez la souris 

Titre des anticorps spécifiques du VIH-1 par EUSA immunofluorescence 

Souris Immunisation Salive Homogénat intestinal Sérum Sérum 
IgA IgA IgG+IgM IgA IgG+IgM 

1 Oral*-IM 120 40 1280 400 64000 + 
2 Il 120 20 640 200 32000 + 
3 Il 60 40 640 100 16 000 + 
4 Il 60 20 640 100 16 000 + 
5 " 48 40 320 200 16 000 + 
6 " 120 40 320 100 16 000 + 

7 lM-Oral* 120 80 320 200 16 000 + 
8 " 120 80 320 <50 8000 + 
9 Il 12 80 160 50 8 000 + 

10 " 24 80 160 100 8000 + 
11 " 24 20 40 <50 4000 + 
12 " <6 20 20 <50 2000 + 

13 PBS <6 <10 <10 <20 100 
14 " <6 <10 <10 <20 100 
15 Il <6 <10 <10 <20 100 
16 " <6 <10 <10 <20 100 

"' Les immunisations orales ont eu lieu trois fois par semaine pendant~ semaines. 
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Tableau VII: Titres et isotypes des anticorps spécifiques du VIH-1 selon 
différentes voies mucosales d'immunisation avec l'IMS-VIH-1 

chez le lapin 

Des groupes de lapins "White New Zealand" ont été immunisés 

par différentes voies mucosales avec l'IMS-VIH-1 (ou du PBS pour 

les lapins témoins négatifs), la dose antigénique étant de 100 J.lg 
pour les interventions IV a, Caps et Oral, et de 50 J.lg pour l'IL. Les 
lapins des protocoles intravaginal (9686-8 et 9687-9), ca psules 
entériques (9729-2 et 9730-3) et oral (9684-4) ont été immunisés 3 fois 
par semaine durant 3 semaines (jours 0, 2, 7, 9, 13, 15, 17, 20 et 22). 

Deux jours après la dernière intervention les prélèvements de 

salive, larmes, sécrétions vaginales, sécrétions intestinales et sérum 
ont été effectués et les titres des anticorps spécifiques du Vllf-1 ont 
été déterminés par ELISA. Les lapins du protocole intraluminal 
(9649-13 et 9650-14) ont reçu une seule IL au jour 0 et les 

prélèvements ont été effectués deux semaines plus tard. 

Caps: capsules entériques IL: intraluminal IM: intramusculaire 
IV a: intravaginal NO: non déterminé 



Tableau VII 

Titres et isotypes des anticorps spécifiques du VIH-1 selon différentes voies mucosales 
d'immunisation avec l'IMS-VIH-1 chez le lapin 

Titres des anticorps spécifiques du VIH par ELISA 

Lapin Salive Larmes S. Vaginales S. Intestinales Sérum 
IgA IgG IgM IgA IgG IgM IgA IgG IgM IgA IgG IgM IgA IgG 

Intravaginal (IV a~ 

9686-8 16 <4 16 ND ND ND <4 <4 <4 <2 2 <2 <50 1600 
9687-9 <4 8 8 ND ND ND <4 <4 <4 <2 4 <2 <50 3200 

Intraluminal (IL~ 

9649-13 8 <4 8 <20 <20 20 <4 <4 <4 <4 <4 <4 <50 200 
9650-14 16 <4 <4 ND ND ND <4 <4 <4 <4 <4 <4 <50 200 

Ca72~ules entériques (Ca72sl 

9730-3 4 <4 4 20 40 <20 8 <4 8 <4 16 <4 <50 200 
9729-2 4 <4 4 ND ND ND 8 <4 8 <4 4 <4 ND ND 

Qml 
9684-4 8 <4 <4 ND ND ND <4 <4 <4 <4 <4 <4 <50 200 

Ti~ • ~ t'f emom negaJ, 
9696-0 16 <4 16 <10 <10 <10 <4 <4 <4 <4 <4 <4 <50 100 

IgM 

1600 
800 

400 
400 

800 
ND 

400 

100 
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Tableau VIII: Effet de la durée des immunisations intravaginales avec l'IMS

VIH-1 sur la synthèse d'anticorps spécifiques du VIH-1 chez le 

lapin 

Des groupes de lapins femelles "White New Zealand" ont été 

immunisés par voie intravaginale avec 100 J.lg d'IM5-Vlli-1 sous 
forme de suppositoire. Les immunisations ont eu lieu 3 fois par 
semaine et les prélèvements ont été effectués après 2, 3 et 4 
semaines d'interventions. Le titre des anticorps spécifiques du 

VIH-1 dans les échantillons de salive, larmes, sécrétions vaginales, 
sécrétions intestinales et sérum ont été déterminés par EUSA. 

ND: non déterminé 



Tableau VIII 
Effet de la durée des immunisations intravaginales avec l'IMS-VIH-1 

sur la synthèse d'anticorps spécifiques du VIH-1 chez le lapin 

Titres des anticorps spécifiques du VIH par ELISA 

Lapin Salive Larmes S. Vaginales S. Intestinales 
IgA IgG IgM IgA IgG IgM IgA IgG IgM IgA IgG IgM IgA 

A vrès deux semaines 

9648-10 8 <4 <4 ND ND ND <4 <4 <4 <4 4 <4 <50 

A près trois semaines 

9686-8 16 <4 16 ND ND ND <4 <4 <4 <2 2 <2 <50 

9687-9 <4 8 8 ND ND ND <4 <4 <4 <2 4 <2 <50 

A près quatre semaines 

9686-8 8 32 16 64 512 <20 <4 <4 <4 <2 8 <2 400 

9687-9 8 8 32 64 ND ND <4 32 4 <2 16 <2 100 

T," • .. t"f emom m:ga t, 

9696-0 16 <4 16 <10 <10 <10 <4 <4 <4 <4 <4 <4 <50 

Sérum 
IgG IgM 

100 100 

1600 1600 

3200 800 

51200 3200 

25600 3200 

100 100 
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Tableau IX: Titres et isotypes des anticorps spécifiques du VIH-1 par ELISA 

selon deux protocoles d'immunisation inversés par voies IV a et 

lM avec l'IMS-VIH-1 chez le lapin 

Des groupes de lapins "White New Zealand" ont été immunisés 

selon des protocoles à interventions mixtes (Na et lM) avec l'IMS

VIH-1 (ou du PBS pour les lapins témoins négatifs). La dose 

antigénique pour les interventions Na et lM a été, respectivement, 

100 J.Lg et 200 J.Lg. Le premier groupe de lapins (9686-8, 9687-9 et 

9648-10) a été immunisé par voie Na 3 fois par semaines durant 
trois semaines (jours 0, 2, 7, 9, 13, 15, 17, 20 et 22) suivie par une 

injection lM au jour 25. Les prélèvements ont été effectués dix 

jours plus tard et les titres des anticorps spécifiques du Vlli-1 ont 

été déterminés par EUSA. Le deuxième groupe de lapins (9690-11 

et 9691-12) a reçu le protocole inversé, soit une injection IM au jour 

0 suivie par des immunisations IV a aux jours 15, 17, 20, 22, 24, 27, 

31, 34 et 36. Dans ce cas, les prélèvements ont été effectués deux 

jours après la dernière intervention. 

lM: intramusculaire IVa: intravaginal 



Tableau IX 

Titres et isotypes des anticorps spécifiques du VIH -1 par ELISA selon deux protocoles 
d'immunisation inversés par voies IV a et lM avec 1 'IMS-VIH-1 chez le lapin 

Titres des anticorps spécifiques du VIH par ELISA 

Lapin Salive Lannes S. Vaginales S. Intestinales Sérum 
IgA IgG IgM IgA IgG IgM IgA IgG IgM IgA IgG IgM IgA IgG 

Intravaginal-intramusculaire (IVa-IM~ 

9686-8 64 256 64 40 3200 160 <4 16 <4 8 1024 8 25 600 512 000 

9687-9 64 64 64 40 1600 40 <4 8 <4 8 256 8 1600 204 800 

9648-10 4 128 32 20 2560 40 <4 <4 <4 <4 256 <4 1600 409 600 

Intramusculaire-intravaginal (IM-IV a~ 

9690-11 64 8 64 16 512 32 <4 4 <4 <4 32 <4 800 102 400 

9691-12 8 32 8 16 512 8 <4 32 <4 <4 32 <4 800 102 400 

Témoin négatif 

9696-0 16 <4 16 <10 <10 <10 <4 <4 <4 <4 <4 <4 <50 100 

IgM 

51200 

3200 

12800 

1600 

1600 

100 
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Tableau X: Titres et isotypes des anticorps spécifiques du VIH-1 par ELISA 

selon deux protocoles d'immunisation inversés par voies lM et 

orale par capsules entériques avec l'IMS-VIH-1 chez le lapin 

Des groupes de lapins 'White New Zealand" ont été immunisés 

selon des protocoles à interventions mixtes (Caps et lM) avec 
l'IMS-Vlli-1 (ou du PBS pour les lapins témoins négatifs). La dose 

antigénique pour les interventions Caps et lM a été, 

respectivement, 100 11g et 200 J.lg. Le premier groupe de lapins 
(9729-2 et 973Q-3) a reçu 3 capsules entériques par semaine durant 

3 semaines (jours 0, 2, 7, 9, 13, 15, 17, 20 et 22), suivie par une 

injection lM au jour 25. Les prélèvements de salive, larmes, 

sécrétions vaginales, sécrétions intestinales et sérum ont été 

effectués dix jours après la dernière intervention. Le deuxième 

groupe de lapins (9688-6 et 9694-7) a reçu le protocole inversé, soit 

une injection lM au jour 0 suivie par des immunisations par 

capsules entériques, aux jours 15, 17, 20, 22, 24, 27, 31, 34 et 36. 

Dans ce cas, les prélèvements ont été effectués deux jours après la 

dernière intervention et les titres des anticorps spécifiques du VIH-

1 dans chaque échantillon ont été déterminés par ELISA. 

Caps: capsules entériques lM: intramusculaire 



TableauX 

Titres et isotypes des anticorps spécifiques du VIH-1 par ELISA selon deux protocoles 

d'immunisation inversés par voies lM et orale par capsules entériques avec l'IMS-VIH-1 chez le lapin 

Titres des anticorps spécifiques du VIH par ELISA 

Lapin Salive Larmes 
IgA IgG IgM IgA IgG IgM 

Ca12~ules entfi.riÇJ. ues-intramusculaire. (Ca12s-IM~ 

9730-3 64 <4 32 20 80 80 
9729-2 64 <4 32 40 40 160 

Intramusculaire-callsules entériÇJ.ue.s (IM-Ca12.s} 

9688-6 4 128 8 40 2560 40 
9694-7 4 32 8 20 640 40 

Témoin négatiJ 

9696-0 16 <4 16 <10 <10 <10 

S. Vaginales 
IgA IgG IgM 

<4 <4 <4 
<4 <4 <4 

<4 <4 <4 
<4 <4 <4 

<4 <4 <4 

S. Intestinales 
IgA IgG IgM 

<4 8 <4 
<4 4 <4 

4 128 4 
4 64 4 

<4 <4 <4 

Sérum 
IgA IgG IgM 

100 6400 1600 
50 1600 800 

1600 102 400 3200 
800 102400 1600 

<50 100 100 
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Tableau XI: Titres et isotypes des anticorps spécifiques du VIH-1 par ELISA 

selon différents protocoles d'immunisation par voie mucosale

parentérale avec l'IMS-VIH-1 chez le lapin 

Des groupes de lapins femelles "White New Zealand" ont été 

immunisés selon différents protocoles à interventions mucosale
parentérale avec l'IM5-Vlli-1, la dose antigénique étant de 50 J.Lg 

pour l'IL, 100 Jlg pour l'IV a, oral et Caps, et 200 J.Lg pour l'lM. Les 
immunisations mucosales des protocoles IV a-lM, Oral-lM et Caps

lM ont été effectuées 3 fois par semaine durant 3 semaines (jours 0, 
2, 7, 9, 13, 15, 17, 20 et 22}. Ces immunisations ont été suivies par 

une injection lM au jour 25. Le prélèvement des échantillons a été 
effectué dix jours après la dernière intervention et le titre des 
anticorps spécifiques du Vlli-1 a été évalué par EUSA. Les lapins 
du protocole IL-IM ont reçu une seule immunisation IL, par 

laparotomie, au jour 0, suivie par une injection lM au jour 14. Le 

prélèvement des échantillons a été effectué dix jours plus tard. 

Caps: capsules entériques IL: intraluminal lM: intramusculaire 
IV a: intravaginal ND: non déterminé 



Tableau XI 
Titres et isotypes des anticorps spécifiques du VIH-1 par ELISA selon différents protocoles 

d'immunisation par voie mucosale-parentérale 
avec l'IMS-VIH-1 chez le lapin 

Titres des anticorps spécifiques du VIH par ELISA 

Lapin Salive Lannes S. Vaginales S. Intestinales Sérum 
lgA IgG IgM IgA IgG IgM IgA IgG IgM IgA IgG IgM IgA IgG 

Intravaginal-intramusculaire (Na-lM~ 

9686-8 64 256 64 40 3200 160 <4 16 <4 8 1024 8 25 600 512 000 

9687-9 64 64 64 40 1600 40 <4 8 <4 8 256 8 1600 204 800 

9648-10 4 128 32 20 2560 40 <4 <4 <4 <4 256 <4 1600 409 600 

Intraluminal-intramusç_ulaire (IL-lM~ 

9650-14 32 64 32 20 2560 40 <4 <4 <4 <4 32 <4 1600 204800 

9649-13 ND ND ND ND ND ND ND ND ND <4 64 <4 800 102 400 

Oral-intramusculaire 

9684-4 32 4 32 ND ND ND <4 <4 <4 <4 4 <4 800 12800 

9646-5 4 <4 4 <20 20 <20 <4 <4 <4 <4 4 <4 200 1600 

C.a}l~ul~~ mtéri(lu~~-it:rtr.aml!~'ulaire. <Cap.~-lM! 
973Q-3 64 <4 32 20 80 80 <4 <4 <4 <4 8 <4 100 6400 

9729-2 64 <4 32 40 40 160 <4 <4 <4 <4 4 <4 50 1600 

IgM 

51200 

3200 

12800 

25 600 

6400 

12800 

1600 

1600 

800 
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Tableau XII: Titres des anticorps spécifiques du VIH-1 par ELISA et 
évaluation de leur activité neutralisante sur cellules CEM 

Des groupes de lapins "White New Zealand" ont été immunisés 
selon des protocoles à interventions Mucosale (!Va, Caps ou IL}
Intramusculaire -intradermique avec l'IMS-VIH-1. La dose 

antigénique a été de 50 ~g pour l'IL, 100 J.Lg pour l'Na et Caps, 200 

~g pour l'lM et 300 ~g pour l'ID. Les immunisations mucosales 
des protocoles IVa-IM-ID et Caps-lM-ID ont eu lieu 3 fois par 
semaine durant 3 semaines (jours 0, 2, 7, 9, 13, 15, 17, 20 et 22). 

Celles-ci ont été suivies par une injection lM au jour 25 et une 
immunisation ID au jour 90. Pour le protocole lM-Caps-ID, 
l'injection lM, au jour 0, a précèdé les immunisations par capsules 
entériques effectuées aux jours 15, 17, 20, 22, 24, 31, 34 et 36 et une 

injection ID au jour 90. Quant au protocole IL-IM-ID, les lapins ont 

reçu une seule IL au jour 0 suivie par une lM et une ID, aux jours 

14 et 70, respectivement. Les prélèvements des échantillons ont été 

efffectués 10 jours après l'ID, à l'exception de l'échantillon de larme 
qui a été prélevé suite aux immunisations par capsules entériques 
et à l'homogénat intestinal (IVa-IM) qui a été prélevé dix jours 

après l'injection IM. Les titres des anticorps spécifiques du Vlli-1 
ont été déterminés par ELISA et leur pouvoir neutralisant a été 
évalué selon le test de neutralisation classique sur cellules CEM. 

Caps: capsules entériques ID: intradermique IL: intraluminal 
IM: intramusculaire IVa: intravaginal 



Tableau XII 
Titres des anticorps spécifiques du VIH-1 par ELISA et évaluation 

de leur activité neutralisante sur cellules CEM 

Titre des anticorps spécifiques Titre en neutralisation 
Echantillons de lapins du VIH par ELISA sur CEM 

IgA IgG lgM 

Sérum (IVa-IM-lD) 9686-8 25600 1 024 000 25600 

" 9687-9 12800 512 000 6400 320 

" 9648-10 12800 512 000 12800 

Sérum (lM-Caps-ID) 9688-6 51200 1 024 000 51200 80 

" 9694-7 51200 1 024 000 25600 

Sérum (IL-lM-ID) 9650-14 25600 1 024 000 25600 320 

Sérum (témoin) 9696-0 <50 100 100 <20 

Lannes (lM-Caps) 9688-6 40 2560 40 80 
Il 9694-7 20 640 40 

Homogénat intest. 9686-8 8 1024 8 160 

(IV a-lM) 9687-9 16 1024 16 
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Tableau XIII: Titrage du VIH-1 sur la lignée cellulaire HeLa-CD4-LTR-Pgal 

Les cellules HeLa-CD4-LTR-pgal ont été ensemencées dans des 

plateaux de 96 puits à raison de 8000 cellules par puit. Suite à une 

incubation de 12 heures à 37"C, on a ajouté au feuillet cellulaire 

différentes quantités de virus (2x104 à 2x10S DITCso). Après deux 

heures de contact à 37"C l'inoculum viral a été enlevé et l'on a 

ajouté du milieu DMEM frais additionné de sérun fœtal bovin 10% 

et d'antibiotiques (G418 et hygromycine). Les plateaux ont été 

alors incubés pendant 48 heures à 37"C sous atmosphère de 5% de 

C02. Au deuxième jour les feuillets cellulaires ont été fixés puis 

mis en contact avec une solution de coloration: PBS, ferrocyanure 

de potassium (0,2 M), ferricyanure de potassium (0,2 M), chlorure 

de magnesium (2,0 M) et X-gal (40 mg/mL). Cette coloration a 

révèlé la présence d'aggrégats de cellules infectées par le VIH qui 

montrent une couleur bleue sous le microscope optique. 



Tableau XIII 

Titrage du VIH-1 sur la lignée cellulaire HeLa-CD4-LTR-~gal 

DICTso 
Nombre de particules 
infectieuses par cupule 

Nombre d'aggrégats 

de cellules bleues 

infectées 

Moyenne d'aggrégats 

de cellules infectées 

2x104 

500 

3 

7 
6 

4 

5 

4x1Q4 lx105 2x1QS 

1000 2500 5000 

10 48 95 
11 49 108 
9 50 109 
9 48 113 

10 49 107 
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Tableau XIV: Evaluation de l'activité neutralisante des anticorps spécifiques 

du VIH-1 utilisant la lignée cellulaire HeLa-CD4-LTR-~gal 

Les cellules HeLa-CD4-LTR-~gal ont été ensemencées dans des 

plateaux de 96 puits à raison de 8000 cellules par puit. Suite à une 

incubation de 12 heures à 37"C, on a ajouté au feuillet cellulaire 

l'inoculum neutralisé soit 25 J.LL d'antisérum (des dilutions par 2) et 

un volume égal de virus à lxlos DICTso, préalablement mis en 

contact pendant une heure à 37"C. Le test s'est poursuivi tel que 

décrit au paragraphe 7.3.2 de la section Matériel et Méthodes. 

Les témoins: 

Témoin virus: vérifie l'interaction entre les cellules HeLa-CD4-LTR

pgal et le VIH. Il indique le nombre maximal d'aggrégats 

cellulaires infectés dans un test donné. 

Témoin cellules: indique le nombre minimal d'aggrégats 

cellulaires non-infectés dans un test donné. 

Sérum de lapin témoin négatif vérifie l'interaction entre les cellules 

HeLa-CD4-L TR-Pgal et le sérum de lapin. 

ID: intradermique lM: intramusculaire IVa: intravaginal 



Tableau XIV 

Evaluation de l'activité neutralisante des anticorps spécifiques 
du VIH-1 utilisant la lignée cellulaire HeLa-CD4-LTR-~gal 

Dilution des séra 

sérum témoin positif 

1/20 
1/40 
1/80 

1/160 
1/320 
1/640 

sérum témoin négatif 

1/20 
1/40 
1/80 

1/160 
1/320 
1/640 

Témoin virus 

Témoin cellules 

Nombre d'aggrégats cellulaires 
infectés 

17 18 14 
23 26 30 
34 31 37 
44 29 40 
37 41 44 

45 40 43 

18 14 19 
28 24 15 
33 20 29 
38 36 30 
36 32 33 
54 29 43 

34 35 47 

0 1 5 

moyenne 

16 
26 
34 
38 
41 
43 

17 
22 
27 
35 
34 
42 

39 

3 
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ANNEXE II 

COMPOSITION DES MILIEUX DE CULTURES CELLULAIRES 

1) Milieu de croissance pour cellules CEM 

Milieu RPMI ............................................................ . 90 % 

Sérum fœtal bovin ................................................ . 10 % 

Glutamine ............................................................... . 2 mM 

Gentamicine .......................................................... . 50 ).lg/mL 

J3-mercaptoéthalol 0,01 mM 

Polybrène ................................................................. . 2 ).lg/mL 

Bicarbonate de sodium (NaHC03) ..................... . 21 mM 

HEPES ...................................................................... . 15 mM 

2) Milieu de croissance pour cellules HeLa-CD4-LTR-J3gal 

Milieu DMEM .......................................................... .. 

Sérum fœtal bovin .................................................. .. 

G418 .......................................................................... .. 

Hygromicine ........................................................... .. 

90 % 

10 % 

0,2 mg/mL 

0,1 mg/mL 

226 



ANNEXE III 

COMPOSITION DES GELS DE REGROUPEMENT ET DE SEPARATION 

1) Gel de regroupement (4 %) 

Solution A ................................................................ . 2,0 mL 

Solution B ................................................................. . 5,1 mL 

Saccllarose 40 % ...................................................... .. 8,0 mL 

H20 distillée-déionisée ....... .................................. .. 0,9 mL 

TEMED .................................................................... .. 40 J.LL 

"'SDS 10% ................................................................ .. 160 J.LL 

**Persulfate d'ammonium 10% ............................. . 100 J.LL 

a) Solution A: Tris-base O,SM pH 6,7 

Tris-base .................................................................... 5,98 g 

Ajouter 50 mL de H20 distillée-déionisée 

Ajuster le pH à 6,7 avec HCl 12 M 

Compléter à 100 mL avec H20 distillée-déionisée 

b) Solution B: Acrylamide : bis-acrylamide (10 : 2,5) 

Acrylamide ............................................................... 10,0 g 

Bis-acrylamide ........ ...................... ............................ 2,5 g 

Compléter à 100 mL avec H20 distillée-déionisée 

Filtrer sur papier Wattman 3 M 

,. Dégazer sous vide avant d'ajouter le SDS 

** Le persulfate d'ammonium est fraîchement préparé 
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2) Gel de séparation (10,5 %) 

Solution C .................................................................. 6,0 mL 

Solution D .................................................................. 12,7 mL 

H20 distillée-déionisée ...... .... .... .................... ...... .... 28,8 mL 

TEMED .. .. .... .... .. .. .. .. .... .. ........ .... .... .. .... ........ ...... ........ 115 J.LL 

SDS 10 % .................................................................... 480 ~L 

Persulfate d'ammonium 10 % ................................. 120 J.LL 

a) Solution C: Tris-base 3 M pH 8,5 

Tris-base .................................................................... 36,6 g 

Ajouter 50 mL de HCl 1 N 

Aguster le pH à 8,5 

Compléter à 100 mL avec H20 distillée-déionisée 

b) Solution D: Acrylamide : bis-acrylamide (40 : 1,1) 

Acrylamide ............................................................... 40,0 g 

Bis-acrylamide .......................................................... 1,1 g 

Compléter à 100 mL avec H20 distillée-déionisée 

Filtrer sur papier Wattman 3 M 



COMPOSITION DES TAMPONS 

1) Tampon d'électrophorèse 

Tris-base (25 mM) ................................................... . 

Glycine (192 mM) ................................................... .. 

SDS (0,1 o/o) ............................................................... .. 

Compléter à 6 L avec H20 distillée-déionisée 

2) Tampon dissociant (2X) pH 7,0 

Tris-base (1 0 mM) ................................................... . 

Glycérol (10 %) ........................................................ . 

P-mercaptoéthanol (5 %) ....................................... .. 

SDS (1 %) ................................................................. . 

Compléter à 100 mL avec H20 distillée-déionisée 

18,0 g 

86,4 g 

6,0 g 

0,121 

10,0 

g 

mL 

5,0 mL 

1,0 g 
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ANNEXE IV 

SOLUTIONS DE LAVAGE ET DE GAVAGE 

1) Solution de lavage (expériences de souris) 

NaCl (136,0 mM) ..................................................... . BOO mg 

KCI (2,7 mM) ............... ............................................. . 20 mg 

Na2HP04 (4,1 mM) .................................................. . 115 mg 

Kli2P04 (0,7 mM) .................................................... . 20 mg 

EDTA (50,0 mM) ..................................................... . 2,08 g 

PMSF (0,1 mM) ........................................................ . 0,2 mL 

Compléter à 100 mL avec H20 distillée-déionisée 

2) Solution de gavage (expériences de lapins) 

NaCl (25,0 mM) ........................................................ 146 mg 

Na2S04 (40,0 mM)..................................................... 568 mg 

KCI (10,0 mM) ........................................................... 75 mg 

NaHC03 (20,0 mM).................................................. 168 mg 

PEG 3350 (48,5 mM) ................................................. 16,25 g 

Compléter à 100 mL avec H20 distillée-déionisée 




	Coutsinos (1)
	Coutsinos (2)
	coustinos(3)

