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RESUME

Différents travaux de vaccination a base dADN
contre les leishmanioses témoignent de la com-
Dlexité des réponses immunitaires pour luter contre
ce parasite. Dans le cadre de ce travail, nous avons
tenté d'explorer les propriétés de [Ill-12 et du
GM-CSF, qui sont capables d'activer les médiateurs
et effecteurs cellulaires des réponses immunitaires
el d’induire préférentiellement une réponse de type
Thl productrice d'IFN-y, plus apte a luter contre les
infections parasitaires. En sappuyant sur ces acti-
vités imuno-modulatrices, nous avons associé des
vecteurs dexpressions eucaryoles qui codent pour
IL-12 et le GM-CSF murins a la vaccination a base
d’ADN avec plusieurs candidats antigenes de L. (L.)
mayjor. Ces travaux sont réalisés contre la leishma-
niose cutanée expérimentale chez la souris BALB/c
afin daméliorer les niveaux de protections engen-
drés par la vaccination a base d’ADN. Il en ressort,
quavec des challenges avec des fortes charges para-
sitaires au niveau du coussinet plantaire aucun
effet protecteur supplémentaire n'a pu étre engen-
dré. Cependant, quand le challenge est effectué au
niveau de loreille avec une faible charge parasi-
laire, l'association de plasmides qui codent pour
des cylokines aux candidalts vaccins a base d’ADN,
a amélioré les niveaux de protections engendrés.

Mots clés: Immuno-modulation, II-12, GM-CSF,
vaccin ADN, leishmaniose.

ABSTRACT

Different works of DNA based vaccination against
leishmaniasis bighlight the complexity of the indu-
ced immune responses 1o fight against the disease.
In this work, we exploited the capacity of IL-12 and
GMC-SF to activate immune cell mediators and
effectors to induce a Thl response, more capable of
clearing the parasite. To generate these imuno-
modulating activities, we associated eukaryotic
expressing vectors of murine IL-12 and GMC-SF to
several DNA based vaccine candidates encoding to
several L. (L.) major antigens, in the BALB/c mouse.
When mice were challenged with a high parasitic
load in the hind footpad, no additional protective
effect could be generated. However, when the chal-
lenge was carried out in the inner face of the ear
with a small parasitic load, the association of plas-
mids encoding to I[-12 and GMC-SF to DNA based
vaccination, the protective effects were increased.

Key words: Immuno-modulation, 11-12, GM-CSE,
DNA Vannine, leishmaniasis.

Archs. Inst. Pasteur Tunis, 2009, 86 (1-4)

39



IMMUNO-MODULATION DE LA VACCINATION PAR ADN

INTRODUCTION

Les leishmanioses représentent un ensemble de para-
sitoses causées par des protozoaires flagellés du
genre Leishmania. En plus de leur vaste distribution
géographique, elles sont caractérisées par un spectre
clinique tres large allant des formes cutanées béni-
gnes auto-résolutives jusquaux atteintes viscérales,
mortelles en absence de traitement. Sur le plan épidé-
miologique, la situation des leishmanioses est caracté-
risée par I'émergence de nouvelles souches parasitai-
res de plus en plus virulentes!. En plus, avec I'avene-
ment du VIH, la forme viscérale a gagné du terrain
dans le sud de I'Europe en se comportant comme une
maladie opportuniste chez les patients immuno-
déprimés . Ces maladies, largement répandues dans
le monde (plus de 300 millions de personnes a risque
a travers le monde), constituent un probleme impor-
tant 2 3. Malgré les nombreux travaux qui ont été
entrepris, les leishmanioses n'ont pas joui d’'un pro-
gres thérapeutique notable. En effet, le traitement de
la maladie reste toujours fondé sur des produits
chimiques relativement toxiques, d’'un cotit de revient
tres €levé et inaccessible a bon nombre de pays en
voie de développement. De méme, les stratégies de
controle contre les vecteurs et les réservoirs des leis-
hmanies sont tres difficiles a appliquer en raison de la
grande diversit¢ des foyers d'infections. Par cons¢-
quent, la mise au point d’un vaccin efficace contre ce
fléau peut réduire son impact. Différentes tentatives
de vaccination basées sur des parasites atténués ou
tués, ou sur des extraits parasitaires sous forme d’an-
tigénes sous-unitaires ont été testés 4. Cependant,
aucun vaccin dont lefficacité soit prouvée pour la
prévention des leishmanioses chez les humains ou les
animaux n'a vu le jour.

Ces dernieres années, la vaccination a base ’ADN a
connu des progres notables et elle a ciblé des champs
d’application tres diversifiés. Contrairement aux vac-
cins tués, atténués ou ceux sous-unitaires natifs ou
recombinants, cette technologie est beaucoup plus
efficace et peu colteuse. En plus, elle contribue a
l'amélioration de I'éventail, de la qualité et de la durée
des réponses immunitaires 5. En effet, en plus de I'in-
duction des réponses humorale et cellulaire de type
Th (« T helper »), avec le vaccin a base dADN il y a
stimulation des cellules T CD8 et leur différenciation
en Tc (T cytotoxiques), a la différence des vaccins
inactivés et sous-unitaires 6. Par ailleurs, il a été
démontré, dans de nombreux modeles infectieux,
que la vaccination a base d’ADN induit des réponses

immunitaires plus persistantes dans le temps compa-
rativement a la vaccination classique 8. Une réponse
Th puissante et une expression continue de 'antigene
a lintérieur de l'organisme stimulent et prolongent les
réponses immunitaires. Contre les leishmanioses la
vaccination a base d’ADN est encore a son stade expé-
rimental. Dans le modele murin de la leishmaniose
cutanée, la liste des candidats vaccins ADN ne cesse
de s'allonger, incluant les antigenes gp63%10.11 LACK!2
13, 14,15,16 PSA2 17 LmSTI1 18, TSA '8 cysteine proteina-
ses ¥, LiPO (« Acidic Protein Ribosomal PO ») 20, P4
nuclease 2, Leishmania meta antigen 2, ORFF 2, LelF
2 Signal Peptidase type 1% et autres avec des succes
variables et parfois des résultats controversés 2627,
Pour renforcer les réponses immunitaires induites
par les différents vaccins a base dADN 2230, ]a co-
administration de plasmides qui codent pour des
cytokines, des chimiokines ou des molécules de co-
stimulation ont permis d'améliorer la nature, la qua-
lit¢ et la durée des réponses immunitaires. Dans le
cadre des leishmanioses, le pouvoir immuno-modula-
teur de I'lL-12 dans le développement d'une réponse
Thl a été largement documenté. Le traitement par
I'IL-12 de souris de lignées susceptibles, réduit consi-
dérablement la production de IIL-4, augmente la
production de I'TEN-y et guérit l'infection leishma-
nienne 3. LTL-12 n'exerce cet effet protecteur que si
elle est administrée 48h avant l'infection .
Réciproquement, l'injection d'un anticorps anti-IL-12
ou la délétion de I'TL-12 a des souris résistantes inhi-
be la réponse protectrice Thl et développe une
réponse Th2 aboutissant a I'aggravation de l'infec-
tion. Des travaux récents ont démontré que la vacci-
nation a base d’ADN peut étre améliorée par I'adjonc-
tion de I'lL-12 (sous une forme recombinante 3 3¢ ou
plasmidique ** %). Des souris BALB/c recevant le
virus de la vaccine recombinant exprimant I'1L-12
développent une réponse de type Thl, générant une
protection partielle contre l'infection leishmanienne
%, La co-administration, par voie intradermique, d’'un
vecteur d'expression eucaryote codant pour I'TL-12
aux antigenes leishmaniens solubles (SLA) a des sou-
ris BALB/c génere un effet protecteur a un challenge
parasitaire, qui n'est pas observé chez les souris
administrées soit le plasmide vide associé au SLA soit
le plasmide codant pour I'TL-12 seul %.

Cet effet adjuvant de 'IL-12 a été prouvé également en
association avec les antigenes LACK ', LmSTI1 57 et
TSA 7. D’un autre coté, Gurunathan et al. % ont
démontré que l'antigene LACK sous sa forme recom-
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binante associé a I'IL-12 recombinante induit le méme
effet protecteur que celui généré par le vaccin ADN
exprimant le méme candidat. Limmunisation de sou-
ris BALB/c par des plasmides qui codent pour LACK
p30, IL-12 et IL-18 et apres un rappel avec le virus de
la vaccine recombinant exprimant LACKp36, était
capable d’engendrer une bonne protection contre
linfection leishmanienne 3. Dans d’autres travaux,
leffet adjuvant de I'L-12 est plutdt négligeable. En
effet, 'adjonction de 'IL-12 au PSA2 en tant que vaccin
a base d’ADN, a 6té tout effet protecteur apporté par
la PSA2 ou I'IL-12 seuls ®. De méme, dans le modele
canin, la vaccination avec une préparation contenant
les cystéines peptidases et I'IL-12 recombinant n'a pu
protéger les chiens contre un challenge parasitaire
avec Leishmania (L) infantum .

Le GM-CSF qui est capable dattirer un afflux de cellu-
les dendritiques au niveau du site d'inoculation, favo-
rise le développement d’une réponse Th1. Différentes
approches vaccinales contre le VIH 42 et les leishma-
nioses 3, ont démontré l'efficacité du GM-CSF en tant
quimmuno-modulateur.

Dans le cadre de ce travail nous avons exploité I'ap-
proche de vaccination a base ’ADN contre la leish-
maniose cutanée expérimentale chez la souris BALB/c
avec plusieurs candidats antigenes en association
avec des vecteurs d'expressions eucaryotes qui codent
pour I'L-12 et le GM-CSF murins. Ces associations
visent d'éventuels effets adjuvants des différentes
cytokines testées afin d'améliorer les niveaux de pro-
tections engendrés par la vaccination a base C’ADN.

MATERIEL ET METHODES

Souche parasitaire

Nous avons utilisé la souche GLC94 (MOHM/TN/95/
GLCY94, zymodeme Mon-25) de Leishmania
(Leishmania) major. Cette souche a été isolée chez
un patient tunisien, atteint d’'une leishmaniose cuta-
née zoonotique et qui est originaire de la région
d’El-Ktar. Létude de virulence de cette souche, réali-
sée a I'Institut Pasteur de Tunis “, montre quelle fait
partie des souches les plus virulentes en Tunisie.
Cette souche est maintenue par passages successifs
sur les coussinets plantaires des souris BALB/c.

Constructions plasmidiques

Différents candidats vaccins a base dADN ont été
construits. Ces candidats codent pour les antigenes
suivants: LACK, PSA2, Gp63, Ribosomal S4, LelF,
TSA, LmSTI1 et CPa % %, Par ailleurs, nous avons

utilisé les deux constructions plasmidiques pUMVCI-
mGM-CSF et pUMVCI-mILI2 (Aldevron, Street
South- fargo, ND) qui codent respectivement pour
ITL-12 (les deux sous unités p35 et p40) et le
GM-CSF et qui sont déja rapportés en tant quim-
muno-modulateurs pour la vaccination a base ’ADN
7.4 Ces deux plasmides sont des vecteurs d'expres-
sion eucaryotes sous le controle du Promoteur/
"Enhancer" CMVie (Cytomégalovirus «mmediat
Early»).

Production et purification de plasmides
Pour la production et la purification des différents
plasmides, des Kits Qiagen (Qiagen Gmbh,
Allemagne) ont été utilisés, en suivant exactement
le protocole recommandé par le fournisseur.

Animaux d’expérimentation

Des souris de lignée BALB/c de sexe féminin, agées
de 5 a 8 semaines, ont été utilisées. Ces souris sont
fournies par IFFA CREDO et élevées dans I'animale-
rie de I'Institut Pasteur de Tunis.

Anesthésie des souris

Chaque souris est administrée en intra-péritonéale
200ul de sérum physiologique contenant 1,8mg de
pentobarbital sodique.

Protocole vaccinal

Apres anesthésie au pentobarbital sodique, chaque
souris recoit la dose appropriée du ou des plasmides
solubilisés dans 100wl du tampon PBS. Le plasmide
est administré par la voie intramusculaire au niveau
des muscles tibiaux antérieurs, a raison de 50ul au
niveau de chacun des deux muscles. Les souris qui
regoivent les cocktails composés des différents can-
didats vaccin a base dADN, a raison de 50ug de
chaque plasmide, sont groupées de la facon suivante:
Cocktail 1 (pCMV3ISS-LACKp24 et pCMV3ISS-TSA);
Cocktail 2 (pCMV3ISS-LACKp24, pCMV3ISS-TSA et
pCMV3ISS-LmSTIL); Cocktail 3 (pCMV3ISS-LACKp24,
pCMV3ISS-TSA et pCMV3ISS-CPa); Cocktail 4
(PCMV3ISS-LACKp24, pCMV3ISS-TSA, pCMV3ISS-
CPa et pCMV3ISS-LmSTI1). Pour le Cocktail 5
(pCMV3ISS-LACKp24, pCMV3ISS-TSA, pCMVAISS-
CPa, pCMV3ISS-LmSTI1, pCMV3ISS-Ribosomale $4,
pCMV3ISS-LelF, pCMV3ISS-PSA2 et pCMV3ISS-
Gp63), il est composé de 10ug de chaque plasmide.
Les souris des groupes controles non vaccinés sont
administrées soit le plasmide vide (pCMV3ISS 50ug)

Tome 86 (1-4)

41



IMMUNO-MODULATION DE LA VACCINATION PAR ADN

soit du PBS. Chaque groupe est composé de 10 sou-
ris. Deux semaines apres la vaccination, les souris
sont challengées avec une charge parasitaire de 5x105
promastigotes de L. major au niveau du coussinet
plantaire. Le suivi de leffet de la vaccination sur
I'évolution clinique de l'infection parasitaire est effec-
tué par des mesures de Iévolution de la taille de
Iésion de la patte infectée comparativement a la patte
collatérale non infectée. Quand le challenge est effec-
tué selon la voie intradermique au niveau de l'oreille
droite de la souris, 500 promastigotes métacycliques
sont administrées deux semaines apres le démarrage
du méme protocole vaccinal. Les souris sont obser-
vées chaque semaine pour déceler la présence d'une
Iésion spécifique au niveau de l'oreille infectée.

Challenge parasitaire des souris

Pour la préparation de I'inoculum d’amastigotes, les
pattes des souris BALB/c infectées sont préalable-
ment désinfectées a I'éthanol 70%, lavées avec du
RPMI contenant 100unités/ml de pénicilline, 100ug/
ml de streptomycine et 2mM de glutamine (RPMI-
PS/Glu), puis broyées dans un tamis stérile, tout en
ajoutant du RPMI. Afin de pouvoir éliminer les
débris tissulaires, le broyat est récupéré et centrifu-
gé 4700 rpm pendant 10mn a +4°C. Le surnageant
est placé dans un broyeur (« Dounce ») de 25ml pour
éclater les macrophages et libérer les amastigotes
des vésicules parasitophores. Les amastigotes sont
récupérées par centrifugation pendant 10 min a
3000rpm a 4°C. Elles sont resuspendues dans 30ml
de RPMI et centrifugées (3000 rpm/4°C/10min) et la
méme opération est répétée une deuxieme fois. En
fin, les amastigotes sont resuspendues dans 10ml de
RPMI-PS/Glu et énumérées sur cellule de Malassez.
Pour préparer des promastigotes nous avons adopté
la technique de culture sur milieu RPML

Pour cela il faut ajouter au milieu RPMI du
Pénicilline (100U/ml), Streptomycine (100ug/ml),
Amphotericine B (0,25ug/ml), Glutamine (2mM) et
10 2 20 % de sérum de veau foetal (SVF) décomplé-
menté¢ (par chauffage a 56°C pendant 30min).
Ensemencer 1ml de ce milieu avec 0,1ml de surna-
geant de la culture de promastigotes sur sérum de
lapin coagulé et incuber a 22°C. Au fur et 2 mesure
que les promastigotes se multiplient, il faut rajouter
du RPMI (10% SVF) pour augmenter le volume de la
culture. Au cinquieme jour apres le dernier rajout
de RPMI, les promastigotes atteignent la phase sta-
tionnaire de croissance et deviennent métacycliques

(forme infectante du parasite). Collecter les promas-
tigotes métacycliques par centrifugation (3000
rpm/15mn /4°C) et compter sur cellule de Malassez.
Elles peuvent étre soit directement injectées a des
souris, soit congelées en présence de 30% SVF et
15% DMSO dans du RPMI a -80°C ou dans l'azote
liquide pour une utilisation ultérieure.

La concentration appropriée (5x10°) d'amastigotes
ou des promastigotes est injectée dans un volume
de 50ul, au niveau du coussinet plantaire d'une des
pattes postérieures de la souris BALB/c. Le dévelop-
pement de la Iésion spécifique au niveau du coussi-
net plantaire est suivi chaque semaine par la mesure
de son enflure par le biais d'un pied a coulisse. Le
diametre de la lésion correspond a la différence de
taille entre la patte infectée et la patte collatérale
non infectée et les valeurs correspondent a la
moyenne représentative des souris de chaque grou-
pe. La Iésion se manifeste par une augmentation de
l'enflure de la patte. Par la suite la nécrose s'installe
et les souris perdent leurs pattes malades. Pour le
challenge avec des faibles charges parasitaires, la
souris est injectée en intradermique au niveau de
l'oreille droite, 10ul de RPMI contenant 500 promas-
tigotes ou amastigotes de L. (L) major. Chaque
semaine, les souris sont observées pour déceler une
éventuelle présence de lésions spécifiques au niveau
des oreilles infectées. La Iésion apparait sous forme
d'un point de nécrose qui diffuse ensuite sur toute
la surface de l'oreille entrainant sa perforation. Les
résultats représentent les cinétiques d'évolution des
pourcentages de souris qui développent des Iésions
spécifiques.

Analyses statistiques

Pour la comparaison de la représentativité statisti-
que des différences entre deux proportions ou deux
moyennes avec un intervalle de confiance de 95%, la
valeur t du test de "student" et la "p-value" ont été
calculés en utilisant le logiciel "EpiCalc 2000, version
1.02"

RESULTATS

Réle adjuvant des cytokines a la vaccina-
tion a base d’ADN suite a des challenges
avec fortes charges parasitaires

Dans nos travaux antérieurs, nous avons démontré
que les plasmides qui codent pour LACKp24, TSA,
LmSTI1 et CPa® sont les meilleurs candidats vaccins
a base d'ADN et que leur association chez la souris
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BALB/c est capable d'engendrer des niveaux de
protections tres satisfaisants, sans pour autant qu'el-
le soit stérilisante . Pour optimiser davantage la
protection conférée par la vaccination a base ’ADN,
nous avons utilisé des plasmides qui codent pour les
cytokines IL-12 ou GM-CSF en tant quimmuno-
modulateurs. Dans un premier temps, nous avons
administré a des souris BALB/c plusieurs combinai-
sons de plasmides qui codent pour I'lL-12 ou pour la
GM-CSE. Deux semaines plus tard, nous les avons
challengées avec 5x10> promastigotes au niveau du
coussinet plantaire.

Conformément a la figure 1, les groupes de souris
qui ont recu un plasmide qui code pour I'lL-12 ou le
GM-CSF, en une ou deux injections, dont la deuxie-
me est juste avant le challenge parasitaire, présen-
tent des cinétiques d'évolution clinique des lésions
au niveau des pattes infectées comparables a celle
observé chez le groupe controle ayant recu le plas-
mide vide pCMV3ISS. Ladministration simultanée
de ITL-12 et du GM-CSF, en une seule injection a
deux semaines avant le challenge, ou avec un rappel
identique juste avant le challenge parasitaire, a
engendré des résultats différents. Alors qu'une seule
injection a engendrait une évolution clinique sem-
blable a celle du groupe témoin inoculé, le plasmide
vide, 'injection de rappel était capable d’induire un
effet protecteur significatif par rapport a tous les
autres groupes. En effet, leurs lésions progressent
lentement pour atteindre un maximum de 2,3 mm a
la 8¢me semaine apres le challenge, comparativement
a 3,9 mm chez les souris du groupe administré le
plasmide vide (p-value 0,011537). Par conséquent,
I'immuno-modulation des réponses immunitaires,
induites avec des plasmides qui codent aussi bien
pour I'TL-12 que le GM-CSE, se confondent avec celles
induites par les séquences ISS («Immuno Stimulating
Sequences ») issues du squelette du plasmide et sont
donc insignifiantes. Cependant, il ne faut pas utiliser
les plasmides qui codent pour les deux cytokines a la
fois en plusieurs fois pour adjuver des préparations
vaccinales, au risque d'interférer les effets des répon-
ses immunitaires spécifiques avec les effets protec-
teurs issus de I'immuno-modulation.

Dans un deuxieme temps, nous avons testé 'associa-
tion des effets immuno-modulateurs des cytokines a
la vaccination a base ’ADN. Ainsi, des souris BALB/c
ont été immunisées par des combinaisons de plas-
mides qui codent pour LACKp24, TSA, IL12 et
GM-CSE. Deux semaines apres la vaccination, les

souris sont challengées avec une charge parasitaire
de 5x10° promastigotes de Leishmania (Leishmania)
major au niveau du coussinet plantaire.

Conformément a la figure 2, les souris vaccinées par

71 sz —8— GM-CSF rappel

—- GM-CSF — IL-12+GM-CSF rappel
6 @ IL-12+GM-CSF  —#—pCMV3ISS

== [L-12 rappel

Taille moyenne des lésions (mm)

Semaines aprés infection

Figure 1. Cinétique des lésions chez des souris BALB/c admi-
nistrées des plasmides qui codent pour différentes cytokines.
Dix souris par groupe sont immunisées avec 50ug de plas-
mides qui codent pour IL-12, ou GM-CSE, ou IL-12 et GM-CSF
en une seule injection ou en deux injections a deux semaines
d'intervalle, dont la deuxieme injection le jour méme du
challenge parasitaire. Les souris controles ont recu soit le
plasmide vide (pCMV3ISS) soit du PBS. Deux semaines plus
tard, les souris sont challengées avec 5x105 promastigotes de
L (L) major au niveau du coussinet plantaire de la paite
droite. Les tailles des lésions sont mesurées chaque semaine
pour la détermination des moyennes représentatives des sou-
7is de chaque groupe.
T o cockull
3 { —&— Cochaail 141L-12
| == Cocktail 1+GM-CSF

== Cocktail 141L-12+GM-CSF
4 |~ pCMVIISS
& pPBS

L

Taille moyenne des Iésions (mm)

semaines aprés infection

Figure 2. Cinélique des lésions chez des souris BALB/c im-
munisées avec des plasmides qui codent pour différentes
cylokines en association avec différents cocktails de vaccins
candidats a base d’ADN. Dix souris par groupe sont inocu-
lées ['une des préparations suivantes : Cocktail 1 (pCMV3ISS-
LACKp24 et pCMV3ISS-TSA), Cocktail 1 et pUMVCI-mILI2,
Cocktail 1 et pUMVCI-mGM-CSE Cockiail 1, pUMVCI-mGM-
CSF et pUMVCI-mILI2, a raison de 50ug de chaque plasmide.
Les souris des groupes controles non vaccinés sont immuni-
sées soit avec le plasmide vide (pCMV3ISS) soit du PBS. Deux
semaines plus tard, les souris sont challengées avec 5x105
promastigotes de L. major au niveau du coussinet plantaire
de la patte droite. Les tailles des lésions sont mesurées chaque
semaine pour la détermination des moyennes représenta-
tives des souris de chaque groupe.
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l'association qui code pour LACKp24 et TSA, en plus
de I'TL-12, ou du GM-CSF, ou des deux cytokines a la
fois, présentent un ralentissement de I'évolution des
Iésions comparativement aux groupes controles non
vaccinés (PBS et pCMV3ISS). En effet, les 1ésions
apparaissent tardivement a la troisieme semaine
pour toutes les souris qui ont recu au moins les
plasmides qui codent pour LACKp24 et TSA sans
pour autant dépasser le 1,6 mm de diametre a la 7¢me
semaine apres le challenge, comparativement a plus
de 4,44 mm pour les souris administrées le plasmide
vide (p-value 0,000002). Néanmoins, la moyenne des
tailles des Iésions observées chez le groupe immu-
nisé par l'association codant pour LACKp24, TSA,
IL-12 et GM-CSF est inférieure a 0,5mm pendant les
7 semaines apres challenge, mais la différence n'est
pas statistiquement significative (p=043887) par
rapport aux autres groupes vaccings.

71 s Cockial 141L-12+GM-CSF

| ~»— Cocktail 24IL- 12+GM-CSF
6 7 o Cockiai 3+1L-12+GM-CSF
| ~o—Cocktail 4+IL-12+GM-CSF
7 —+— Cocktail $+IL-12+GM-CSF
—a—PBS

7~ pMV3ISS

4

[y

o

Taille moyenne des lésions (mm)
L] e

O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 4
Semaines aprés infection

Figure 3. Cinétique des lésions chez des souris BALB/c im-
munisées avec des plasmides qui codent pour différentes
cytokines en association avec différents cocktails de can-
didats vaccins a base d’ADN. Dix souris par groupe sont
vaccinées en présence de pUMVCI-mGM-CSF et pUMVCI-
miL12 par les préparations suivantes, Cocktail 1, Cocktail
2 (pCMV3ISSLACKp24, pCMV3ISS-TSA et pCMV3ISS-CPa),
Cockiail 3 (pCMV3ISS-LACKp24, pCMV3ISS-TSA et pCMV3ISS-
ImSTI1), Cocktail 4 (pCMV3ISS-LACKp24, pCMV3ISS-TSA,
PCMV3ISS-CPa et pCMV3ISS-LmSTI1), a raison de 50ug de
chaque plasmide sauf pour le dernier groupe qui a recu le
Cockiail 5 (pCMV3ISS-LACKp24, pCMV3ISS-TSA, pCMV3ISS-
CPa, pCMV3ISS-LmSTI1, pCMV3ISS-Ribosomale $4, pCMV3ISS-
LelF, pCMV3ISS-PSA2 et pCMV3ISS-Gp63) ai raison de 10ug par
plasmide. Les souris des groupes controles non vaccineés ont
recut soit le plasmide vide (pCMV3ISS) soit du PBS. Deux se-
maines plus tard, les souris sont challengées avec 5x105 pro-
mastigotes de L. major au niveau du coussinet plantaire de
la patte droite. Les tailles des lésions sont mesurées chaque se-
maine pour la détermination des moyennes représentatives
des souris de chagque groupe.

Par conséquent l'effet immuno-modulateur des plas-
mides qui codent pour les cytokines IL-12 et
GM-CSF, semble étre marginal quand il est combiné
avec ceux qui codent pour LACKp24 et TSA.

Nous avons suivi les effets immuno-modulateurs des
plasmides qui codent pour I'TL-12 et le GM-CSF suite
a leurs associations avec le Cocktail 4, qui code pour
LACKp24, TSA, LmSTI1 et CPa, ou au Cocktail 5, ou
au cocktail 2, ou bien au cocktail 3. Apres le chal-
lenge parasitaire et conformément a la figure 3, aussi
bien les souris vaccinées avec le Cocktail 4, seul ou
associés avec les plasmides qui codent pour I'TL-12 et
le GM-CSF, que celles des autres cocktails en asso-
ciation avec les deux cytokines, ont présenté des
lésions qui apparaissent tardivement a la quatrieme
semaine apres le challenge parasitaire, pour n'attein-
dre que 2mm de diametre a la fin de la période de
suivi (12 semaines). Comparativement, les 1ésions
des groupes controles non vaccinés (PBS et
pCMV3ISS) ont atteint des pics de lésions supérieurs
a 4,98 mm de diametre des la huitieme semaine
apres le challenge avec de la nécrose et 'amputation
des pattes infectées (p=0,00000). Nous pouvons
donc conclure que la co-administration des deux
cytokines (II-12 et GM-CSF) aux différentes associa-
tions de vaccins ADN n'a pu engendré aucun effet
protecteur supplémentaire consécutivement a des
challenges avec des fortes charges parasitaires.

Effet de l'association des cytokines d la vac-
cination d base d’ADN suite a des challen-

ges avec des faibles charges parasitaires

Dans les conditions naturelles les psychodidés, vec-
teurs des leishmanioses, injectent au cours de leurs
repas sanguins dans le derme de I'hote vertébré
entre 10 et 100 promastigotes métacycliques, mais le
nombre de piqires peut étre élevé. Dans nos précé-
dents protocoles d'évaluation de Tefficacité de la
vaccination a base d’ADN contre la leishmaniose
cutanée expérimentale dans le modele murin
BALBY/c, le challenge parasitaire est effectué par des
charges tres élevées (5X105 promastigotes métacy-
cliques). Pour que les challenges se rapprochent des
infections dans les conditions naturelles, nous avons
essayé d’adopter un modele d'infection expérimen-
tale avec des faibles charges parasitaires. Ainsi, nous
avons vacciné plusieurs groupes de souris avec le
Cocktail 1 tout seul, ou en association avec le plas-
mide qui code pour I'l-12 ou pour le GM-CSF ou les
deux plasmides a la fois, comparativement aux
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Figure 4. Effets des vecteurs d'expression eucaryoles de I'lL-
12 et du GMC-SF lors du challenge avec des faibles charges
parasitaires. Dix souris par groupe (pUMVCI-mGM-CSE
PUMVCI-mILI2, association pUMVCI-mGM-CSF et pUMVCI-
mIL12, pCMV3ISS et PBS) sont immunisées avec 50ug de
chaque plasmide. Deux semaines plus tard, les souris sont
challengées avec 500 promastigotes de L. (L.) major au ni-
veau du derme de loreille droite. Les résultats représentent
les cinétiquies des pourcentages de souris qui ne développent
Dpas des lésions spécifiques.
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Figure 5. Effets protecteurs de l'association des vecteurs
d'expression eucaryotes de I'lL-12 et du GMC-SF a la vaccina-
tion a base d’ADN apres challenges avec des faibles charges
parasitaires. Dix souris par groupe (Cocktail 1, Cocktail5)
avec ou sans pPUMVCI-mGM-CSE ou pUMVCI-mIL12 ou les
deucx a la fois, sont administrées 50ug de chaque plasmide
pour le Cocktail 1 et 10ug de chaque plasmide pour le Cock-
tail 5. Deux semaines plus tard, les souris sont challengées
avec 500 promastigotes de L. (L.) major au niveau du derme
de l'oreille droite. Les résultats representent les cinétiques des
pourcentages de souris qui ne développent pas des lésions
spécifiques.

différents groupes témoins (PBS, pCMV3ISS,
pUMVCI-mGM-CSF, pUMVCI-mIL12 et I'association
pUMVC1-mGM-CSF avec pUMVC1-mIL12). Le chal-
lenge parasitaire est effectué deux semaines plus
tard avec 500 promastigotes métacycliques au
niveau du derme de l'oreille droite. Conformément
ala figure 4, les souris qui ont recu un plasmide qui
code pour I'lL-12 ou pour le GM-CSF, suite 2 une ou
deux injections, dont la deuxieme est réalisée juste
avant le challenge parasitaire, finissent par dévelop-
per au niveau de leurs oreilles des lésions sem-
blables 4 celles des groupes controles non vaccinés
(PBS et pCMV3ISS, p-value 0437181). Les lésions au
niveau des oreilles apparaissent vers la cinquieme
semaine apres le challenge parasitaire. A la quin-
zieme semaine apres le challenge, 90% des souris
des différents groupes présentent des Iésions spéci-
fiques bien évidentes. De ce fait, leffet immuno-
modulateur des cytokines, en absence des antigenes
spécifiques, est insignifiant en terme de protection
a des challenges parasitaires. Quand les souris sont
vaccinées avec différents types d’associations de
plasmides adjuvés a I'lL-12 ou au GM-CSE, elles
contournent completement l'infection  leishma-
nienne (Figure 5). Ladjonc-tion d’un plasmide qui
code pour I'lL-12 ou le GM-CSF ou les deux a Ia fois,
a l'association LACKp24 et TSA ou bien au Cocktail
5, permettent d’induire des protections totales
(p-value 0,001041).

DISCUSSION

La lutte contre les leishmanioses est basée soit sur
des interventions thérapeutiques, soit sur le controle
des vecteurs et des gites du parasite. La mise au
point d'un vaccin efficace semble étre une mesure
tres avantageuse pour lutter contre cette maladie a
travers le monde. Plusieurs approches pour la vacci-
nation contre les leishmanioses sont encore au stade
expérimental, avec des promesses controversées.
Nos différents travaux sur la vaccination a base
d’ADN contre la leishmaniose cutanée expérimen-
tale refletent d'une maniere tres claire la complexité
de la réponse immunitaire antiparasitaire. En effet,
la nature de l'antigene candidat; la souche parasitai-
re; la concentration de la dose de challenge; l'effet
adjuvant; le nombre d'injections; et le modele murin
adopté sont des facteurs tres importants qu'il faut
prendre en considération pour induire des effets
protecteurs. Dans le cadre de ce travail nous avons
exploré les effets immuno-modulateurs de différen-
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tes cytokines associées a la vaccination a base ’ADN
codant pour différents antigenes leishmaniens.

La co-administration de I'TL-12 avec du SLA ("Soluble
Leishmania Antigen") ou divers autres antigenes
sous formes de vaccins a base dADN ou de pro-
téines recombinantes, permet le développement de
réponses immunitaires de type Thl et conferent des
protections contre les infections leishmaniennes
3,37, Dans un autre travail, I'adjonction de I'lL-12 au
plasmide qui code pour la PSA2 a abrogé tout effet
bénéfique apporté par la PSA2 ou I'IL-12 seuls 34,
Dans le cadre de nos travaux, nous avons essayé
d'améliorer les réponses immunitaires engendrées
avec les cocktails de vaccins a base ’ADN, par 'ad-
jonction de plasmides qui codent pour les cytokines
IL-12 et GM-CSE. 1l s'est avéré que cette association
n'a pas pu engendrer un effet protecteur supplémen-
taire quand le challenge est effectué avec des fortes
charges parasitaires au niveau du coussinet plantai-
re. Cependant, avec des faibles charges parasitaires,
nous sommes parvenus a induire des niveaux de
protections totales. Néanmoins, il faut prendre en
considération les recommandations de la FDA
(«Food and Drug Administration ») et de 'OMS pour
l'utilisation de la vaccination a base d’ADN chez
'homme qui exigent que les plasmides ne doivent
pas avoir de fortes homologies de séquences avec le
génome humain. Par conséquent, si des plasmides
qui codent pour des cytokines spécifiques sont utili-
sés en tant quimmuno-modulateurs, cette regle
d’homologies de séquences ne serait pas respectée
et cette alternative ne peut pas étre exploitée en
pratique. Cependant, le but d'utiliser des immuno-
modulateurs chez la souris est d'évaluer leur apport
dans la protection conférée et s'ils s'averent indis-
pensables, différentes alternatives sont possibles
pour profiter de leurs effets bénéfiques. Il est possi-
ble de recourir a des cytokines recombinantes en
association avec les différents candidats vaccinaux,
mais cette approche reste difficile a utiliser en rai-
son du colt et de la grande fragilité des cytokines. Il
est aussi possible d'utiliser des inducteurs de ces
cytokines, tels que les CpG qui sont capables d'in-
duire la production d’IL-12 et d’ IFN-Y aussi bien in
vitro qu'in vivo.

Nous avons déja démontré que des challenges para-
sitaires avec uniquement 50 amastigotes au niveau
des coussinets plantaires de la souris BALB/c étaient
capables d’engendrer des lésions leishmaniennes
spécifiques ©. Malheureusement, nous n'avons pas

pu exploiter cette voie de challenge pour I'évaluation
des effets protecteurs de la vaccination a base ’ADN
en raison d'une grande variabilité individuelle dans
Iinstallation des lésions. D'ou l'intérét du challenge
au niveau du derme de l'oreille qui nous a permis
d'induire des lésions spécifiques chez 100% des
souris BALB/c challengées. En plus, dans le contexte
d’une vaccination a base d’ADN, le controle des
effets protecteurs apres des challenges avec des fai-
bles charges parasitaires au niveau des oreilles s'est
avéré fort concluant. Cela est d’autant plus impor-
tant que dans les conditions d'infections naturelles,
les phlébotomes n'injectent qu'un petit nombre de
leishmanies. Dans la littérature, des infections expé-
rimentales avec des faibles charges parasitaires au
niveau du derme des oreilles ont été rapportées a
maintes reprises avec des succes indéniables. En
association avec des extraits de glandes salivaires de
phlébotomes, des faibles charges parasitaires provo-
quent des lésions conséquentes aussi bien chez la
souris susceptible BALB/c que résistante C57Black /6.
Dans un autre travail, des charges parasitaires de
lordre de 1000 promastigotes métacycliques, en
absence d'extraits de glandes salivaires de phlébo-
tomes, ¢taient capables d’induire des Iésions spéci-
fiques chez la souris C57/Black6 . Malheureusement,
nous n'étions pas capables d’induire dans les mémes
conditions une infection expérimentale chez la sou-
ris C57/Black6 contrairement a la souris BALB/c qui
nous a permis de mettre en évidence les effets pro-
tecteurs de nos différents candidats vaccins a base
d’ADN et de leurs associations.

Parmi les autres facteurs qui peuvent influencer l'ef-
fet adjuvant des cytokines et par conséquent la
polarisation de la réponse immune vers lisotype
Th1 ou Th2, nous pouvons citer le choix du moment
de leurs administrations. Il a été rapporté que I'injec-
tion du GM-CSF ou de I'TL-12, trois jours avant I'ad-
ministration du vaccin a base d’ADN contre le VIH
permet le développement d'une réponse de type
Thl. Sils sont administrés trois jours apres la vacci-
nation, la réponse immune est orientée vers Iisotype
Th2 4. Dans nos travaux l'administration répétée
d'un mélange de plasmides qui codent pour les
cytokines IL-12 et GM-CSF en absence d’antigenes
leishmaniens n'a engendré un effet protecteur
quapres challenge avec des fortes charges parasitai-
res. Nous pensons que pendant les challenges avec
de fortes charges parasitaires et I'administration
simultanée des plasmides qui codent pour des cyto-
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kines, il peut y avoir une forte induction de réponses
immunitaires non spécifiques qui peuvent donner
un effet protecteur. Par contre, suite a un challenge
avec des faibles charges parasitaires, l'infection est
tres silencieuse et ne suscite pas immédiatement la
mise en place de réponses immunitaires. Ainsi I'ap-
port des cytokines en réponses immunitaires non
spécifiques ne va pas jouer un role dans la lutte
contre I'infection. Par la suite, I'infection va s'instal-
ler progressivement en absence de toute interféren-
ce de leffet immuno-modulateur. Dans un autre
travail, il a été démontré que I'association de deux
plasmides qui codent pour I'lL-12 et le GM-CSF 2 la
vaccination a base ’ADN contre le VIH, est capable
de conférer les niveaux de protections les plus €le-
vés comparativement a l'association qui n'utilise
qu'un seul plasmide qui code pour I'une ou l'autre
des cytokines>'.

En conclusion, la vaccination a base ’ADN contre la
leishmaniose murine expérimentale n'est qu'une
étape préliminaire qui pourrait nous apporter un
éclairage concernant la possibilit¢ détablir un jour
une formulation vaccinale efficace pour une utilisa-
tion clinique chez les gros mammiferes voire chez
'homme. Lassociation aux candidats vaccins a base
d’ADN de plasmides qui codent pour différentes
cytokines peut étre efficace mais indique aussi la
complexité de la réponse immunitaire contre les
leishmanioses.
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