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|/ Le paludisme : généralités

1/ HISTORIQUE

Une étude a récemment pu établir que I'origine du paludisme chez ’lhomme serait certainement due
a une transmission entre gorille et homme, excluant ainsi une transmission due aux chimpanzés, aux
bonobos ou encore aux ancétres de I’'Homme [1]. En I"absence de restes fossiles directs (empreinte
du parasite) ou indirectes (traces de maladie sur les squelettes), la premiére trace de paludisme est la
présence d’ADN de Plasmodium falciparum chez des momies datées de 3200 av JC [2]. Il existe de
nombreuses références a la maladie dans les écrits védiques (1600 avant Jésus Christ) et dans les
tablettes d’argile d’Ashurbanipal en Mésopotamie (669 avant Jésus Christ). Hippocrate [3] est le
premier a décrire les symptomes de la fievre tierce bénigne et de la fievre quarte, a observer leur
aspect saisonnier, a noter la présence de splénomégalies et a établir une relation avec les eaux
stagnantes des marais [4]. Le terme de « malaria » est dérivé de l'italien ancien attesté comme nom
de maladie depuis le 17° siécle, combinaison de mala «mauvais, insalubre» et aria «air». Au 19°
siecle le terme de « paludisme » apparait venant du vieux mot palud, lui méme dérivé du latin palus

signifiant « marais » [5].

L'agent vecteur du paludisme a été découvert
en 1880 par I'équipe de Charles Laveran, @ ,\s 2

7 (¢,
médecin frangais exercant a Constantine. Il - -

étudie le cycle de reproduction du protozoaire

en examinant des échantillons de sang au

microscope et observe que la division du
pathogene coincide avec les fiévres. Il présente I'agent pathogene
sous le nom d’'Oscillaria malariae a I'’Académie des sciences en
1881. En 1907, Laveran regoit le prix Nobel de physiologie et de M i o

médecine pour ses travaux et pour la découverte des maladies Vo e L L sty i

causées par des protozoaires [6].

En 1884, le Dr Patrick Manson émet le premier I'hypothése que le vecteur du
paludisme serait un moustique qui absorbe le parasite et le pond dans I'eau

que 'homme ingurgite.
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Le britannique Ronald Ross, travaillant en Inde et correspondant régulierement
avec Manson, prouve que le paludisme est transmis par une piqlre de
moustique.

En Aolt 1897, lors de la dissection d’un anophéle s’étant nourri 4 jours

auparavant du sang d’un patient impaludé, Ross trouve le parasite responsable

du paludisme dans I’estomac du moustique prouvant ainsi le réle des Anopheles

dans la transmission du paludisme a I’homme.

Dés lors, Ross continue ses recherches en utilisant des oiseaux comme modeéle animal. En 1898, il
observe qu’apres le repas sanguin d’'un moustique sur oiseaux infectés, le parasite peut se
développer dans le moustique et migrer vers les glandes salivaires permettant ainsi d’infecter un
autre oiseau lors du prochain repas sanguin. Ross démontre ainsi que les moustiques servent d’hote

dans le cycle du paludisme. Ceci lui vaut le prix Nobel de médecine en 1902 [7,8].

En 1898, Giovanni Battista Grassi, un scientifique italien, décrit les stades parasitaires
du moustique et démontre que les protozoaires trouvés chez 'homme sont transmis

par les moustiques du genre Anopheles [9].

Le paludisme a commencé a régresser spontanément en Europe dés le XVIII® siécle puis en Amérique
du Nord au milieu du XIXe siécle. Il a disparu en Angleterre dés la fin du XIXe siécle et est devenu tres
discret en France continentale ainsi que dans de nombreux pays européens. Mais il se maintenait en
Italie, en Corse, en Grece, en Hollande, en Allemagne, aux Etats Unis jusqu’en 1945 et en URSS

jusqu’en 1959. |l sévissait a fortiori dans les régions tropicales et subtropicales [4].

La carte de la Figure 1 représente le risque émanant d’au moins une espéce de Plasmodium causant
le paludisme chez 'homme entre 1900 et 2002. Les efforts mis en ceuvre pour la maitrise du
développement du paludisme ont réduit sa distribution géographique mondiale de 53% en 1900 a
27% en 2002. Le nombre de pays et de territoires (comptant une population de plus de 100 000
habitants) exposés a un risque palustre est passé de 140 a 88 durant cette période [10].

La régression spontanée du paludisme fut attribuée au développement économique, a I'amélioration

de I’habitat et a la séparation des locaux d’habitation de ceux du bétail [4].
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Figure 1: Distribution globale du paludisme entre 1900 et 2002 [10]

11/ EPIDEMIOLOGIE

Le paludisme est un probléeme d’ampleur mondiale qui se concentre sur la santé et le potentiel
économique des communautés les plus pauvres de la planéte.

Fin 2010, 765 millions de personnes restent exposées au risque de paludisme.

On estime environ a 216 millions de cas dans le monde et 665000 déces sont imputables au
paludisme. Quatre vingt onze pourcent des décés concernent I’Afrique et 86% des déces concernent
des enfants de moins de 5 ans [11]. Le nombre de déces di au paludisme a été contesté par Murray
et al., qui ont dénombré 1 238 000 décés en 2010. Cet écart est di a la méthode de dénombrement
qui compte plus de cas que I'OMS chez les individus agés de 5 ans et plus [12].

Le paludisme représente environ 40 % des dépenses de santé publique engagées en Afrique sub-
saharienne. En Afrique, les ménages engagent plus de 10% de leurs dépenses annuelles dans des
frais relatifs au paludisme [13].

Les sommes consacrées au paludisme ont permis des progrés considérables notamment dans
I’accessibilité aux moustiquaires imprégnées d’insecticides (MIl) au cours des trois derniéres années.
On estime qu’en 2011, 50 % des ménages africains étaient en possession d’'une Mll. Les programmes
de pulvérisations intra-domiciliaires d’insecticides a effet rémanent ont connu un développement
trés important en Afrique subsaharienne au cours des derniéres années, le nombre de personnes
protégées passant de 10 millions en 2005 a 78 millions en 2010, soit un taux de couverture d’environ
11 % de la population exposée au risque en 2010 [11].

En Afrique, ou surviennent le plus de cas, I'objectif est de contréler le paludisme par des approches
intégrées combinant le diagnostic, un traitement efficace et précoce, la lutte anti-vectorielle et la

chimioprophylaxie (notamment par le traitement préventif intermittent (TPl) des enfants et des
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femmes enceintes). Un vaccin antipaludique serait bien entendu un apport essentiel dans cette lutte
[14].

111/ REPARTITION GEOGRAPHIQUE

11l-1/ Dans le monde
Le paludisme est principalement endémique dans les régions tropicales et subtropicales.
L‘endémicité d’'une zone est calculée en fonction de l'indice parasitaire c’est a dire le taux de

parasites circulants dans le sang d’enfants agés de 2 a 10 ans [15-17].

\

= ';00’, PfAP| . « Plgsmodium folcipgrum Annual Parasite
° Incidence »
Nombre de nouveau cas pour 1000 personnes et par an.
Water Une zone ayant un nombre de cas inférieur 3 0,1 %0 est

définie comme instable ou comme ayant un risque nul.
P. faleiparum free
PfPR, 14! & Plasmodium falciporum parasite rate »
Cet indice estime |a propertion d'enfants 8gés entre 2 et

10 ans infectés par P falciparum (moyenné sur 12 molis,
en 2010).

FIAP] < 0.1%,

BiL

0%

Figure 2: Distribution spatiale mondiale de I'endémicité du paludisme di a P. falciparum en 2010 [18]

Source : http://www.map.ox.ac.uk/browse-resources/endemicity/Pf_mean/BEN/ (consulté en février 2012)

Dans les études de Hay et al., [16] datant de 2009 et de Gething et al.,, [17] datant de 2010,
I’endémicité est déterminée selon 4 classes dont les définitions sont expliquées dans le Tableau 1 et
sont complétées par des notions de transmission, de stabilité du paludisme, d’incidence du parasite

et dimmunité chez les adultes.
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Indice Immunité
L - Type de Cause .
parasitaire  Transmission aludisme déterminante Incidence du chez
(PfPR;.10) [19] P [19] (4] parasite [4] I'adulte
[16,17] [19]
Hvoo Vecteur peu  Fluctuations
yp’ . <10% Faible Instable  anthropophile trés Nulle
endémique . ,
et de faible marquées
longévité. d'une année
Meso >10% et . Saison de a l'autre. Non
L. Variable Instable L . o
endémique <50% transmission P.vivax le significative
courte plus fréquent
Hvoer S50% et Intense avec Vecteur tré.s Pe’u
yp’ . - OO des variations Stable anthropophile marquéesen  gjgpificative
endémique <75% saisonnicres longévité dehors des
modérée ou  fluctuations
longue. saisonnieres.
H°|°, . >75% Intelnse t’oute Stable Saison de P. falciparum solide
endémique I'année transmission le plus
longue fréquent
Tableau 1 : Définitions des différentes endémicités du paludisme
11-2/ Au Bénin
g
f |
i |
- |
S PPR, .
] water 70%
] P raciparum free
I PAPI<0.1%
0%

Figure 3 : Distribution spatiale de I'endémicité du paludisme dii a P. falciparum en 2010 au Bénin

Source : http://www.map.ox.ac.uk/browse-resources/endemicity/Pf_mean/BEN/ (consulté en février 2012)

Notre travail s’est déroulé au Sud du Bénin et plus précisément dans la zone rurale de Tori Bossito.

Notre équipe (UMR 216 - Mére et enfant face aux infections tropicales — Institut de Recherche pour
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le Développement (IRD) / Université Paris Descartes (UPD)) ainsi que I'équipe de I'UMR 224
(Maladies infectieuses et vecteurs : écologie, génétique, évolution et contrdle — IRD / Université de
Montpellier I) ont collecté des données entomologiques selon des méthodes similaires dans cette
zone. Il a été observé entre 0,77 et 4,6 piglires infectantes par homme et par 100 nuits [20,21] et

cette zone a été qualifiée de mésoendémique.

1V/ LA TRANSMISSION DU PALUDISME

IV-1/ Déterminants géographiques
Outre les facteurs biologiques de I’'h6te et du parasite, les facteurs géographiques sont essentiels
pour comprendre la transmission du paludisme et expliquer la susceptibilité des individus aux
infections. En effet, le nombre de piqg(res recues par un individu dépend de I'abondance de gites
larvaires dans I'environnement qui découle directement des précipitations, des facilités
d’écoulement de I'eau dans la zone et de la plus grande accumulation d’eaux stagnantes. Le nombre
de piqlres est également lié aux proportions d’anophéles vecteurs et d’anopheles porteurs de
I'agent pathogene. L'infectiosité des anopheles dépend directement du nombre de parasites
circulants et par conséquent de la durée du cycle parasitaire qui elle-méme dépend de la
température. En effet, au-dessous de I'optimum de température (25°C pour P. falciparum), le cycle
s’allonge et par conséquent la transmission diminue. La température et la pluviométrie sont donc 2
facteurs essentiels a prendre en compte pour expliquer la transmission. D’autres facteurs, comme la
végétation, sont également trés importants. En effet, selon la densité de végétation (forét dense, peu
éclairée ou savane peu dense, ensoleillée), les espéces d’anophéles circulantes ne sont pas les
mémes. Mais si les villages entrecoupent, par exemple, la forét, alors il est possible de retrouver des
especes d’anophéles telle que Anopheles gambiae s.s., héliophiles [4]. Ainsi, un projet qui prendrait
en considération les facteurs géographiques essentiels a la compréhension de la transmission du
paludisme pourrait distinguer I'effet de la différence d’exposition entre les individus et les effets des

facteurs biologiques intervenant dans la susceptibilité de ces individus au paludisme.

IV-2/Le vecteur
Les vecteurs du paludisme humain appartiennent tous au genre Anopheles qui fait partie de la famille
des Culicidae de I'ordre des Dieptra. Il existe plus de 450 espéces d’anophéles recensées sur la
planéte, mais seules 70 a 80 peuvent étre considérées comme des vecteurs. Elles sont regroupées
par régions géographiques. En Afrique tropicale, on retrouve 14 especes d’anophéles vecteurs, dont

5 vecteurs principaux : An. gambiae s.s., An. arabiensis, An. funestus, An. nili s.l., An. moucheti [4].
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La durée de vie d’un anophele adulte se situe autour d’'une semaine a 10 jours pour un male etde 2 a
4 semaines pour une femelle en région tropicale. Outre I'absorption de jus sucré, la femelle fécondée
se met en quéte d’'un repas de sang qu’elle préleve tous les 2 a 3 jours sur un hote vertébré. Elle
trouve dans ce repas les éléments protéiques nécessaires au développement des ovocytes. Au cours
du repas de sang, elle prélevera jusqu’a 4 fois son volume de sang. La femelle pond séparément, a la
surface de I'eau, 40 a 100 ceufs qui éclosent au bout de 24 a 48 heures selon la température. Apres la

ponte, la femelle part a la recherche d’un nouvel hote pour prendre un autre repas de sang [4].

Les anophéles qui se nourrissent sur ’homme sont dit anthropophiles et s’'opposent a ceux qui se
nourrissent sur différentes espéces animales qui sont dits zoophiles. Beaucoup d’especes se
nourrissent a la fois sur ’homme et le bétail en fonction de la disponibilité des hétes, méme si elles

marquent une certaine préférence pour I'un ou pour l'autre [4].

IV-3/L’agent pathogéne
Les agents du paludisme sont des protozoaires de la classe des sporozoaires appartenant au genre
Plasmodium. Cinq especes de Plasmodium peuvent parasiter ’'homme : P. falciparum, P.malariae,
P.ovale, P.vivax et P.knowlesi. P. falciparum est le plus mortel, présentant une large gamme de
manifestations pathologiques. Ces dernieres années, il a été enregistré certains cas humains de
paludisme a P.knowlesi, un paludisme du singe rencontré dans certaines zones de foréts d’Asie du

Sud-est.

Le cycle de Plasmodium se décompose en une phase sexuée chez I’Anopheles (h6te définitif) et en
une phase asexuée chez I’'homme (hote intermédiaire). Le cycle est détaillé dans les 2 paragraphes
suivants : les exposants insérés dans le texte renvoient aux différentes étapes illustrés dans la Figure

4.

IV-3-1/ Phase sexuée chez le moustique
En prenant son repas sanguin sur un sujet infesté, le moustique absorbe les différents stades du
parasite. Les éléments asexués, trophozoites et schizontes, sont digérés; seuls les gamétocytes
poursuivront leur développement. Rapidement, le gamete femelle se transforme en macrogameéte.
Le gamétocyte male donne naissance a 8 microgametes flagellés trés mobiles qui se dirigent

"', oceuf

rapidement a la rencontre du macrogameéte 1! La fécondation donne naissance a 'ookinéte
mobile qui traverse la paroi de I'estomac, formant ensuite 'oocyte' dans lequel s’individualisent les
sporozoites. Libérés par I'éclatement de I'oocyte mir v, les sporozoites gagneront avec prédilection

les glandes salivaires de I'anophele [22].
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IV-3-2/ Phase asexuée chez ’homme
Au cours de la piqlre, I'anophéle infesté inocule la quasi-totalité des sporozoites localisés dans ses
glandes salivaires. Une fois injectés dans la circulation sanguine, les sporozoites se dirigent en moins

d’une heure dans le foie.

La phase hépatique :

Il s’agit de la phase silencieuse du cycle. Aprés sa pénétration dans un hépatocyte, le sporozoite se
divise en formant, en 1 a 3 semaines, un schizonte mature : volumineuse cellule plasmodiale
contenant quelques milliers de noyaux. A maturité, le schizonte hépatique éclate, libérant des
mérozoites, formes uninucléées qui poursuivront leur développement au cours de la phase

érythrocytaire.

La phase érythrocytaire :

Le mérozoite est libre dans la circulation sanguine’. L'invasion de I'érythrocyte débute par la liaison
du mérozoite a la surface d’un érythrocyte”. Il semblerait que cette liaison puisse se réaliser par tous
les points de la surface du mérozoite. Le mérozoite oriente sa région apicale (contenant rhoptries et
micronémes) contre la surface de I'érythrocyte. Une série d’interactions ligand-récepteur d’une
grande affinité se met en place entre le parasite et la cellule sanguine formant un point d’ancrage
solide®. Les protéines du micronéme et notamment AMA1L (Apical Membrane Antigen-1) semblent
jouer un réle essentiel dans I'adhésion a I’érythrocyte [23—-27]. La membrane de I’hématie s’invagine
et enveloppe progressivement le mérozoite sous I'action de I'actine et de la myosine parasitaires”. Le
parasite est donc propulsé dans I'érythrocyte, le manteau glycoprotéique se détache’ et le mérozoite
se retrouve isolé dans la vacuole parasitophore [22,28,29].

Aprés sa pénétration dans 'hématie, le mérozoite évolue en anneau (ring) caractéristique * puis en
trophozoite. La vacuole nutritive parasitaire se remplit progressivement du produit de dégradation
de I'hémoglobine appelé pigment malarique ou hémozoine®. La réplication de I'ADN et la
multiplication des noyaux dont chacun s’entoure d’une plage cytoplasmique donnera naissance a un
schizonte mdr ©. A maturité, le schizonte éclate, les mérozoites sont libérés envahissant
immédiatement de nouvelles hématies °. Un nouveau cycle érythrocytaire commence.

Apres plusieurs cycles asexués schizogoniques, certains parasites érythrocytaires se différentient en
éléments a potentiel sexué, les gamétocytes males et femelles, uninucléés, qui permettront la

poursuite du cycle chez le moustique®. La nature précise du stimulus responsable de la

gamétogénese reste encore indéterminée [22,31].
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Figure 4 : Cycle de Plasmodium falciparum [29,30]

IV-3-3/ Les particularités de quelques Plasmodium

Une différence essentielle entre P. falciparum et les autres Plasmodium humains est qu’il est capable
de modifier la surface des érythrocytes infectés entrainant leur adhérence dans les vaisseaux
endothéliaux. L'obstruction des vaisseaux sanguins est a l'origine des formes compliquées de
paludisme : le paludisme gestationnel et le paludisme cérébral. La symptomatologie et les
conséquences de ces complications sont décrites dans le paragraphe « V-1-2/ Accés palustre grave »
page 13.

Les trophozoites se développent au sein de I'érythrocyte. Le matériel parasitaire est transporté a la
membrane de I’'hématie qui va alors se recouvrir de petites protubérances appelées « knobs ». La
fonction des knobs est de rentrer en contact et de se fixer sur les cellules de I'h6te. La séquestration
des hématies parasitées permet ainsi au parasite d’échapper a la clairance immunologique ou son

élimination par la rate. Les récepteurs impliqués dans la cytoadhésion sont encore mal connus. Dans

10
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le cadre du paludisme placentaire, la protéine parasitaire en cause est P. falciparum erythrocyte

membrane protein 1 (PfEMP1) et le récepteur de I'hGte est la chondroitin sulfate A (CSA) [32].

Figure 5: A) hématie saine; G) hématie parasitée par Plasmodium falciparum [33]

Il a été récemment décrit que P. vivax aurait également la faculté de séquestrer. La cytoadhésion des
hématies parasitées par P. vivax est 10 fois moins importante que celle observée chez P. falciparum,

mais avec une force d’interaction équivalente [34].

Une autre particularité de certains Plasmodium a été décrite par Gueirard et collaborateurs. Les
auteurs ont montré que la transformation des sporozoites en mérozoites de P. berghei et P. yoelii (2
Plasmodium de rongeurs) pouvait se faire en dehors des hépatocytes et notamment dans les cellules
du derme, de I'épiderme ou du follicule pileux (ou ils peuvent survire pendant plusieurs semaines)

[35].

La faculté de quiescence, généralement attribuée a P. vivax, a été démontrée comme existante chez
P. falciparum, in vitro. En effet, apres une trés longue pression médicamenteuse sur une culture de
parasites, I'’équipe de Witkowski a montré I'existence d’une souche ayant survécue a de hautes doses
d’artémisinine. lls ont observé, dans cette souche, une surexpression des genes codant pour les
protéines chaperones « heat shock » et une diminution de I'expression des genes codant pour des

protéines intervenant dans la régulation du cycle cellulaire et de la biosynthése d’ADN [36].

11
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V/ PHYSIOPATHOLOGIE DU PALUDISME

V-1/ Symptomatologie et traitement

P. falciparum P. vivax P. malariae P. ovale référence
Cycle pré-
p .. 55-7 6-8 14 -16 9 [37]
érythrocytaire (jours)
Période d'incubation 12- .17 — . 16 - 18 mais
. mais peut 18 - 40 mais N
asymptomatique 9-14 . s A peut éetre [37]
. aller jusqu'al peut étre long
(jours) long
an
Cycle érythrocytaire 48 48 7 48 37]
(heures)
Z:e\(l:rife(en fonction 24,36, 48 Dy
. i . (quotidiennes, 48 (tierces) 48 (tierces) [38]
érythrocytaire), . (quartes)
tierces)

(heures)
Merozoites par 8-32 12-24 6-12 4-16 [38]
schizonte

les formes les formes

asexuées asexuées
Reviviscence p?uvent rester i p(?uvent rester i (4] [38]

tres longtemps trés longtemps
dans le sang dans le sang
périphérique périphérique
Hypnozoite: Hypnozoite:
Rechute i phase de i phase de (4]
dormance dormance
dans le foie dans le foie

Tableau 2: Principaux symptomes des paludismes humains

La symptomatologie dépend de plusieurs facteurs liés soit au malade (niveau d’'immunité acquise en
particulier) soit au parasite (espece plasmodiale, intensité d’infestation, phase de développement
parasitaire). Pour toutes les especes plasmodiales, le cycle hépatique est strictement
asymptomatique et les seules manifestations cliniques s’observent au cours de la multiplication

endo-érythrocytaire [22].

V-1-1/ Accés palustre non compliqué :
Le paludisme non compliqué se définit comme étant sans éléments d’appréciation (cliniques ou

biologiques) permettant d’affirmer un dysfonctionnement des organes vitaux. Sur le plan clinique, la

12
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suspicion de paludisme repose donc principalement sur la présence d’'un état fébrile ou
d’antécédents de fiévre.

Le facteur déclenchant la fiévre est la libération, au moment de I’éclatement des hématies
parasitées, du pigment malarique qui se comporte comme une substance pyrogéne. Lors des
premiers cycles érythrocytaires, les parasites sont encore mal synchronisés. La fievre a alors une
allure continue, plus ou moins modérée selon la parasitémie. Une fois les parasites synchronisés, la
libération du pigment malarique est régulierement répétée, ce qui confere a I'acces palustre I'une de
ses principales caractéristiques cliniques : la fievre par périodicité.

De nombreux symptémes sont décrits pour les accés palustres simples : céphalées, malaise, fatigue,
nausées, courbatures, diarrhées, vomissements, hépatomégalie, splénomégalie. Ces symptomes
peuvent étre facilement confondus avec d’autres infections telles que la grippe ou une infection
gastro-intestinale, d’ou les difficultés de diagnostic. Les combinaisons thérapeutiques a base
d’artémisinine (CTA) sont recommandées en cas d’acces non compliqué telles que I'artéméther
associé a la luméfantrine ou alors I'artésunate associé a I'amodiaquine ou a la méfloquine ou encore

a la sulfadoxine-pyriméthamine.

V-1-2/ Accés palustre grave et les groupes a risques en zone stable

P. falciparum a la faculté de séquestrer et est ainsi a l'origine des acces séveres qui sévissent
essentiellement chez les individus non immuns (voyageurs) et chez certains groupes a risques parmi
les populations vivant en zone d’endémie (les femmes enceintes et les enfants de moins de 5 ans).

Chez un malade présentant une parasitémie avec des formes asexuées de P. falciparum et aucune
autre cause manifeste de symptomes, la présence d’une ou de plusieurs des caractéristiques
cliniques ou biologiques suivantes indique qu’il souffre d’'un paludisme grave. Sur le plan clinique, le
patient peut souffrir de troubles de la conscience, de prostration, de convulsions multiples, d’ictére
cliniqgue accompagné d’autres signes de dysfonctionnement des organes vitaux, hémoglobinurie... et

sur le plan biologique, les examens mesureront une hypoglycémie, une acidose métabolique, une

hyperparasitémie, une anémie ...[39].

Les femmes enceintes, particulierement lors de leur premiére grossesse, sont susceptibles aux
nouvelles infections palustres et montrent une séquestration massive d’hématies parasitées dans

I’espace sanguin maternel du placenta [40].
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Figure 6: Cytoadhérence de Plasmodium falciparum aux syncytiotrophoblastes dans le placenta

source James A. Berkley (http://www.impact-malaria.com/)

Le paludisme gestationnel est généralement asymptomatique mais peut avoir de sérieuses
conséquences sur le devenir de la mere et du feetus : anémie maternelle, faible poids de naissance,
mort foetale [41]. En cas d’infection au cours des deuxiéme et troisieme trimestres 'artésunate par
voie parentérale est recommandé. Les données disponibles actuellement permettent d’envisager
I"utilisation a la fois de la quinine et de I'artésunate (en cas d’échec du traitement a la quinine) au
cours du premier trimestre [39]. Le traitement préventif intermittent (TPl) a la sulfadoxine
pyrimetamine est recommandé par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) pour protéger les

femmes enceintes depuis le début des années 2000 [42].

Le paludisme cérébral chez 'homme est d( a I'obstruction de capillaires cérébraux par les hématies
infectées. Dix pour cent des enfants atteints de paludisme cérébral ont pour conséquences des
déficits neurologiques majeurs [43] et pour beaucoup de ces patients des déficiences cognitives
subtiles ont été décrites [44]. Un traitement antipaludique efficace (la quinine ou les dérivés de
I’artémisinine) doit étre administré sans délai par voie parentérale ou rectale. La chloroquine ou la
sulfadoxine-pyriméthamine ne sont plus recommandées [39].

Les enfants de plus de cing ans qui ont été exposés régulierement a P. falciparum développent une
immunité dite « non-stérilisante » (ou immunité « clinique ») qui n’apparait qu’aprés un contact
continu avec une large variété d’antigénes parasitaires [45—-47]. Cette semi-immunité permet au
patient d’étre protégé contre la déclaration de symptomes, mais ne permet pas d’éliminer les

parasites infectants.
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V-2/ Diagnostics
La différenciation entre une fieévre palustre et un état fébrile ayant une autre origine est délicate,
c’est pourquoi 'OMS recommande désormais que tous les cas suspects de paludisme soient
confirmés par un test de diagnostic préalablement a tout traitement.
Le diagnostic se fait soit de maniére directe (détection du parasite) soit de maniére indirecte
(sérologie, détection d’antigéne ou d’ADN parasitaire).
A partir du traitement par coloration d’une goutte de sang, la goutte épaisse et le frottis sanguin
permettent un diagnostic direct avec une visualisation en microscopie optique des parasites
infectants. La goutte épaisse est la technique de référence du diagnostic palustre et le frottis sanguin
est principalement utilisé pour la caractérisation des espéces plasmodiales. Ces 2 examens évaluent
la parasitémie (nombre de globules rouges infectés par millilitre de sang), indice indispensable pour
une bonne prise en charge. La lecture des lames nécessite une bonne formation ainsi que I'achat et
I’entretien d’un microscope.
Les tests de diagnostic rapide (TDR) permettant la détection indirecte d’antigénes plasmodiaux sont
présentés sous forme de bandelettes. Ils consistent en une chromatographie sur papier ou sont fixés
des anticorps dirigés contre ’'HRP2 (Histdin Rich Protein 2) de P. falciparum et/ou contre la pLDH
(lactate deshydrogénase) de Plasmodium [48]. lls ont I'avantage d’étre simples d’utilisation. Leur
spécificité est souvent bonne mais la sensibilité conduit parfois a de faux négatifs (selon la densité
parasitaire).
Il est également possible de réaliser un diagnostic indirect par Polymerase Chain Reaction (PCR) ou
par Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Ces approches sont plus précises, mais sont plus
coliteuses, nécessitent une formation et un équipement plus poussés et par conséquent restent

aujourd’hui des outils destinés au milieu hospitalier et a la recherche.
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ll/ Plasmodium falciparum : un défi scientifique

I/ LES STRATEGIES D’ECHAPPEMENT DE PLASMODIUM A LA REPONSE IMMUNE

Le polymorphisme et la variabilité génétique sont des caractéristiques essentielles de P. falciparum.
La variabilité génétique concerne les protéines exprimées a la surface des érythrocytes (ou variants
de surface antigénique (VSA)) qui sont codés par des génes ayant plusieurs copies au sein d'un méme
génome et induisant ainsi une variabilité intense. Le polymorphisme génétique concerne quant a lui
les génes représentés en une seule copie dans le génome et dépend de I'étendue des alleles

disponibles et de la reproduction sexuée.

I-1/ Variabilité génétique

Selon les études menées sur les génes var (I'un des génes les plus polymorphes décrit jusqu’a
présent) et le phénotype de cytoadhésion du parasite, le taux de mutation estimé varie entre 2 et
18% par génération [49,50]. Les VSA impliquées dans le phénomeéne de cytoadhésion sont trés
variables. Lors d’une infection multi-clonale, la majeure partie des anticorps sont synthétisés
spécifiguement contre le VSA le plus représenté (Figure 7 - A). Les parasites porteurs de cet antigene
seront neutralisés alors que les parasites mutants seront épargnés. lls pourront donc se développer
et le systeme immunitaire devra a nouveau produire des anticorps spécifiques du VSA majoritaire.
Ainsi ces parasites échappent au systéme immunitaire.

La Figure 7B représente la mesure de la quantité de parasites réalisée a partir du sang d’un patient
infecté. Il en ressort que la persistance du parasite dans le sang pourrait étre due aux variations des
antigenes présentés a la surface des érythrocytes parasités et qu’ainsi se reflete la complexité du
parasite. Cette variabilité démontre toute la difficulté du systeme immunitaire a éliminer le parasite
et par conséquent le réel défi que représente la mise en place d’un vaccin efficace sur une longue

durée.
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Figure 7 : A. Représentation schématique du mécanisme d’échappement immunitaire. B. Fluctuation de P. falciparum
dans le sang d’un patient infecté, extrait de la référence [51]. C : dose de chloroquine administrée
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I1-2/ Polymorphisme génétique
Le polymorphisme allélique de P. falciparum est important et contribue également au phénomene
d’échappement immunitaire mais dans une moindre mesure que les VSA. Un essai clinique réalisé en
Papouasie Nouvelle Guinée a montré qu’un vaccin ne contenant qu’une seule version des alleles
naturellement exprimés par le parasite ne peut induire qu’une protection contre les clones portant
cet allele et sélectionne ceux qui ne le portent pas [52].
Ce phénomene explique pourquoi il est nécessaire que le patient soit exposé de nombreuses fois a

divers antigenes avant d’acquérir une semi-immunité prévenant les acces symptomatiques [45].

11/ LES DIFFICULTES DU DEVELOPPEMENT DU/DES VACCIN(S) CONTRE LE

PALUDISME

Pour rappel, un vaccin passe par 3 phases cliniques se déroulant chez 'homme avant d’obtenir
|"autorisation de mise sur le marché. La phase | permet d’évaluer l'innocuité et la tolérance de ce
vaccin. Elle se réalise sur un petit nombre d’individus. La phase Il recueille les données d’efficacité et
d’'immunogénicité aupres de plusieurs centaines de volontaires pendant 2 ans ou plus. La phase I
teste l'efficacité, I'immunogénicité et confirme la tolérance au vaccin a grande échelle (entre
plusieurs centaines a plusieurs milliers de personnes). Si les résultats de phase Ill sont conformes, le
fabricant dépose une demande d’autorisation de mise sur le marché. Les études de phase IV sont
aussi appelées « étude de surveillance suivant la mise sur le marché ». Cette phase post-
commercialisation examine la durée de protection et cherche a connaitre I'efficacité du vaccin en
condition réelle par rapport a son efficacité lors d’essais cliniques.

Certaines études combinent plusieurs phases (annoté phase II/lll, par exemple). Il est également

possible de réaliser plusieurs fois certaines phases (annoté, par exemple, phases lla, Ilb).

Trois stades dans le cycle de Plasmodium peuvent étre la cible d’'un vaccin: le stade pré-
érythrocytaire, le stade érythrocytaire et le stade sexué (Figure 4) [14,29,53-55].

Les approches qui ont jusqu’a présent été développées concernant le stade pré-érythrocytaire ont
pour objectif d’empécher toute libération dans le sang de mérozoites provenant du schizonte
hépatique. Des résultats prometteurs indiquent qu’un vaccin composé de parasites entiers inactivés
par radiation pourrait induire une réponse immune protectrice [56,57]. Une autre approche se
penche sur la réponse anticorps anti-Circum Sporozoite Protein (CSP) a la base du vaccin RTS,S. Il
s’agit du vaccin anti-paludique le plus avancé.Chez les enfants vaccinés par le RTS,S (phase Ill), des
réductions de 56% du risque de développer un acces palustre et de 47% du risque de développer une
forme grave [58] ont été observées. Ces résultats coincident avec ceux obtenus dans les études en

phase Ilb [59,60]. Cependant les résultats de I'étude en phase Ilb ont également montré que ce
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vaccin n’induirait pas d’immunité stérilisante et que son action s’atténuerait rapidement avec le

temps.

Les vaccins visant a stopper le développement des parasites asexués au stade érythrocytaire
cherchent a inhiber I'invasion des hématies dans le but de contrbler la parasitémie et éviter ainsi
I’évolution de l'infection vers des formes cliniques. Les antigénes candidats sont portés par les
mérozoites libérés par les schizontes hépatocytaires ou érythrocytaires et sont essentiellement les
Merozoite Surface Protein (MSP)-1, MSP2, MSP3, Apical Membrane Antigen (AMA)-1, Glutamate
Rich Protein (GLURP). Des expériences de transfert d’immunoglobulines (lg) purifiées provenant
d’adultes hyper-immuns a des enfants ont démontré que les réponses anticorps jouaient un role
dans l'acquisition de I'immunité adaptative dirigée contre les stades sanguins de P. falciparum
[61,62]. De nombreux vaccins sont actuellement en phases | ou Il.

D’autres antigénes des stades sanguins asexués ont représenté par le passé de potentiels candidats
vaccins (telle que la protéine ring-infected erythrocyte surface antigen (RESA)) mais ont été délaissés
suite a des essais vaccinaux d’efficacité décevante ou non répétable dans des contextes

d’endémicités distincts.

Les vaccins dirigés contre le stade sexué de Plasmodium permettraient de bloquer la transmission
vectorielle du paludisme. Les antigénes des gametes en sont la cible. Cependant, pour stopper la
transmission, il serait nécessaire de vacciner simultanément toute la population. De plus, cette
vaccination ne conférerait pas de protection individuelle et devrait potentiellement étre combinée a

un vaccin des stades pré-érythrocytaire ou érythrocytaire.

La complexité du parasite, sa grande diversité antigénique et les stratégies d’échappement
immunitaire qu’il a mis en place rendent le développement d’un vaccin difficile. Les stratégies de
recherche s’orientent vers des cibles antigéniques particuliéres tel que peut I'étre I'antigéne
VAR2CSA, dont le tropisme est typiquement placentaire. Des efforts sont actuellement menés pour
mettre au point un vaccin spécifiquement destiné a protéger la femme enceinte et son foetus.
Concernant le développent d’un vaccin efficace chez le tout jeune enfant, I'étude de la réponse
immune naturellement acquise contre plusieurs antigénes parasitaires apporterait un
éclaircissement essentiel [63,64]. Ce travail de thése s’est concentré sur I'étude de la réponse
anticorps spécifique d’antigénes du stade érythrocytaire - stade a l'origine des manifestations

cliniques du paludisme.
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111/ LES ANTIGENES DES STADES SANGUINS ASEXUES ETUDIES

Les antigénes étudiés ont été sélectionnés suivant plusieurs critéres. lls font partie de la phase
érythrocytaire, sont immunogenes, sont des candidats vaccins prometteurs induisant une réponse
anticorps protectrice démontrée et des protéines recombinantes les reproduisant sont disponibles.
Ainsi, 5 antigénes ont été sélectionnés : AMA1, MSP1, MSP2, MSP3 et GLURP. lIs sont localisés a la
surface du mérozoite (Figure 8) et sont donc accessibles aux anticorps lorsque les mérozoites sont
libérés dans la circulation sanguine. Une bréve description de ces antigenes est faite dans les

paragraphes suivants.

Pole apical

Rhoptrie
Protéines de surface du mérozoite
MSP-1,2, 3

Mitochondrie GLURP

Micronéme

Micronémes

AMA-1
Apicoplasme

Granule dense

Figure 8 : Structure et antigénes étudiés du mérozoite de P. falciparum

Schéma composé d’aprés ceux présentés dans les articles [29,65] ; MSP : Merozoite Surface Protein, GLURP : Glutamate Rich
Protein ; AMA : Apical Membrane Antigen

L'efficacité des anticorps produits aprés avoir été en contact avec un antigéne parasitaire peut étre
testée selon 2 méthodes développée in vitro. La mise en présence d’'lIgG provenant de serum
(purifiées ou non) et d’'une culture de parasites induit I'inhibition de la croissance parasitaire
(« Growth Inhibition Assay » (GIA)) [66,67]. La seconde méthode consiste en la coopération entre les
monocytes et les IgG conduisant également a I'inhibition de la croissance des parasites d’'une culture

(« Antibody-Dependent Cellular Inhibition » (ADCI)) [68].

1lI-1/ Merozoite Surface Protein 1
MSP1 constitue l'une des protéines parasitaires les plus abondantes exprimée a la surface du
mérozoite [69]. Cette protéine varie de 180 a 225 kiloDaltons (kDa) selon les especes de Plasmodium.
Elle est ancrée a la surface du mérozoite via le glycophosphatidylinositol (GPI). Elle est synthétisée au
stade précoce du développement du schizonte et subit une premiere maturation protéolytique dont

est issu un complexe formé de 4 polypeptides ayant approximativement pour tailles 83 kDa, 38 kDa,
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30 kDa et 42 kDa [70]. Une seconde protéolyse se déroule au moment de I'invasion dans le globule
rouge. Le fragment de 42 kDa est clivé en un fragment de 33 kDa qui n’est plus accessible et en un
autre fragment de 19 kDa (MSP145) qui reste fixé a la membrane du parasite (Figure 9). L’inhibition
de cette étape essentielle pour le parasite par des inhibiteurs ou des anticorps diminue les
phénomenes d’invasion érythrocytaire et de multiplication du parasite [71]. Le fragment de 19 kDa
est composé de 2 domaines Epidermal Growth Factor (EGF) like reliés entre eux par des résidus qui

lui conférent une forme rigide et compacte [72-74].

Mérozofte Ménozolte Farme
mature libre anneaux
Intra-&rythrocytaire Extra-érythrocytaire Intra-érythrocytaire

Figure 9 : Quatre fragments constituant MSP1 de P. falciparum et localisation du fragment de 19 kDa.

Schéma composé d’apreés ceux présentés dans les articles [75,76].

MSP1 est une des cibles de la réponse immunitaire développée contre une infection a Plasmodium.
Siddiqui et al., ont réalisé des immunisations chez le singe Aotus avec des protéines MSP1 issues
d’isolats et ont observé une forte protection contre les cas |étaux de paludisme [77]. Des protections
contre les formes virulentes de Plasmodium ont été reportées chez le primate ou la souris pour des
préparations variées de protéines recombinantes dérivées de MSP1 contenant les 2 domaines EGF
like [78-81].

Chez I'homme, certaines études ne montrent pas d’association entre la protection et la présence
d’anticorps anti-MSP1,9 [82]; un essai de phase Il chez des enfants kenyans agés de 1 a 4 ans
n’observe pas d’effet protecteur [83] ; et une étude en phase | chez 6 patients a généré une réponse
anticorps spécifigue de MSP1,, modérée avec des anticorps n’ayant pas d’activité inhibitrice
suffisante in vitro [84]. Cependant, une étude cas/témoins chez 150 enfants a observé une protection
contre la parasitémie et les formes cliniques en présence d’anticorps anti-MSP1,5 et ont mis en

évidence que des enfants n’ayant pas d’lgG spécifique de MSP1,4 ont 10 fois plus de risque de
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développer une parasitémie [85]. Egan et al., ont produit une protéine recombinante portant les
motifs EGF des 2 principaux alleles de mspl. Seulement 10 a 20% des individus composant une
cohorte de 200 enfants/adultes exposés au paludisme possédent des anticorps spécifiques d’un de
ces alléles. En produisant une protéine recombinante associant conformationnellement les 2 motifs,
plus de 40% des individus sont porteurs d’anticorps reconnaissant cette protéine chimére [86]. En
outre, plusieurs études ont mis en évidence la prédominance de la réponse protectrice d’anticorps
IgG1 anti-MSP1,9 [86,87]. Du fait d’étre exprimé a la surface du mérozoite, d’étre exposé aux
anticorps pendant une bréve période et de générer une réponse potentiellement protectrice, MSP14

semble étre une cible intéressante pour agir sur le cycle parasitaire.

111-2/ Merozoite Surface Protein 2

MSP2 est également une des protéines les plus abondantes a la surface du mérozoite [88] et est
ancrée a la membrane parasitaire par un GPI [89]. Sa masse est d’environ 30 kDa et elle a été
initialement identifiée a I'aide d’anticorps monoclonaux [90]. A I'inverse de MSP1 et de nombreuses
protéines de surface du mérozoite, il n’a pas été décrit de phénoméne de maturation protéolytique
de MSP2. Il est présumé que MSP2 est impliqué dans I'attachement du mérozoite aux cellules
érythrocytaires de I'hote [26].

MSP2 est hautement polymorphe. Elle est constituée de domaines N- et C-terminaux conservés
encadrant une région centrale variable. Cette région est constituée de séquences en tandem
répétées qui varient en taille, en nombre de répétitions et en séquence. Ainsi, il est possible de
distinguer 2 grandes familles alléliques possédant des caractéristiques différentes notamment au
niveau des parties variables : 3D7 et FC27 (Figure 10-A) [91-93]. A I'inverse de MSP1,4 ou d’AMA1 qui
sont riches en cystéines et ont de multiples ponts disulfures intramoléculaires qui les stabilisent,
MSP2 ne posséde qu’un seul pont disulfure. En condition physiologique, elle existe sous de
nombreuses conformations : elle fait partie des « Intrinsically unstructured proteins » (protéines
intrinséques non-structurées), ce qui explique pourquoi sa structure n’a pas encore été totalement

élucidée [26] (Figure 10-B).

Le géne msp2 est représenté en une seule copie dans le génome de P. falciparum. Etonnamment, il
n’a pas été identifié d’orthologue de msp2 dans le génome des autres Plasmodium a I'exception de
P. reichenowi, un parasite de chimpanzé [94]. De ce fait, MSP2 a été peu évalué quant a ses capacités
d’induire une réponse protectrice chez les rongeurs ou les primates. In vitro, plusieurs études ont

montré que les anticorps spécifiques de MSP2 inhibent la croissance parasitaire [85-88].
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Chez I’'homme, des études montrent que les régions conservées de MSP2 ne sont pas immunogénes
[95,96] et I'équipe de al-Yaman et al., a montré que la région composée de séquences non répétées
spécifiques de I'allele 3D7 était plus particulierement impliquée [97]. L'étude de Polley et al., (menée
sur une population de tous ages) montre que le faible taux d’anticorps spécifiques de MSP2 est
associé a une augmentation de la susceptibilité au paludisme alors qu’un fort taux est associé a une
protection clinique [98]. D’autres études confirment qu’une immunité clinique est fortement
associée a la production d’anticorps spécifiques de MSP2 [97,99,100] et 2 études ont montré que ces
anticorps sont généralement des 1gG3 [96,101]. Rzepczyk et al., conclut sur le fait que les réponses
IgG3 sont de courte durée et requierent des stimulations répétées pour se maintenir [101]. De plus,
plusieurs études ont constaté une forte corrélation entre la réponse anticorps spécifique de MSP2 et
I’age ou les expériences palustres précédentes, ce qui suggere qu’une exposition répétée est

nécessaire pour acquérir une immunité clinique.

A. Représentation schématigue de la structure primaire de MSP-2
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Région dimorphique

Région polymorphique: séquences répétées variées

Région polymorphique: séquences non répétées spécifiques de Falléle 3D7

Région polymorphique: séquences non répétées specifiques de lalléle FC27

B. Structures tertiaire et quaternaire hypothétigues de MSP-2
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let Il représentent des monoméres hypothétiques de MSP-2 plagant la région N-terminale
accrochée a la membrane ou a la région C-terminale;

I et IV représentent des diméres hypothétiques de MSP-2 avec ou sans domaine croise.

Figure 10 : Représentation schématique des structures primaire, tertiaire et quaternaire de MSP2 [26,102]

Un vaccin en phase I/1l, basé sur la combinaison d’antigénes MSP1, MSP2 3D7 et RESA, se déroulant

en Papouasie Nouvelle Guinée, a été testé chez des enfants de 5 a 9 ans. Les résultats montrent une
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diminution significative de la densité parasitaire chez ces enfants [52]. Cependant, en 2004, Fliick et
al., confirment les résultats obtenus par Taylor et al., [96] en montrant que la réponse anticorps
dirigée spécifiquement contre une famille allélique ne protege pas contre la seconde famille allélique
[95]. Ainsi, ils suggerent de compléter le vaccin avec une protéine recombinante représentant la
deuxieme famille allélique de MSP2 ce qui devrait améliorer son efficacité.

Au vu des différentes observations faites sur cette réponse anticorps, il semblerait que ce candidat
vaccin soit intéressant. L'étude de l'acquisition de la réponse anticorps spécifique des 2 familles
alléliques réalisée au cours du présent travail de thése chez le tout jeune enfant sera

complémentaire des travaux déja publiés.

111-3/ Merozoite Surface Protein 3

MSP3 a initialement été découverte comme étant la cible d’anticorps provenant d’'un serum humain
immun de Papouasie Nouvelle Guinée [103] et d’anticorps inhibant la croissance de P. falciparum in
vitro (test ADCI) [104].

La structure de la protéine n’est pas totalement élucidée. MSP3 est une protéine d’environ 45 kDa
qui ne possede pas d’ancrage GPI ni de domaine transmembranaire. Elle est composée d’une partie
C-terminale relativement conservée, possédant néanmoins des domaines « leucine zipper like »
variables responsables de la dimérisation de la protéine (représentés en vert sur la Figure 11). La
partie N-terminale est une région hautement polymorphe contenant 3 motifs « heptad » répétés
riches en alanine (représentés en rouge). Ces motifs sont une association de 7 acides aminés
HPPHCPC(H: acide aminé hydrophobe, P : acide aminé hydrophile et C : acide aminé chargé). La
plupart des polymorphismes de séquence sont localisés au niveau de ces régions qui sont présumées

exposées a la réponse immune [105-107].
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Figure 11 : Représentation schématique de la structure en dimére de MSP3 [105]

Les immunisations chez le singe Aotus avec des protéines recombinantes MSP3 entiéres le protege
contre les formes graves [108]. Une autre étude ayant immunisé des Saimiri sciureus avec différentes
combinaisons de fragments de la région conservée de MSP3/adjuvant a permis de contrdler
pleinement ou partiellement leur parasitémie [109]. L'immunisation de souris et de lapins par la
protéine compléte ou par la partie N-terminale (24 kDa) ne semble pas inhiber I'invasion du
mérozoite ni le développement intra-érythrocytaire, mais réduit la croissance parasitaire in vitro
(mesure par ADCI).

Chez 'lhomme, un vaccin en phase | basé sur la partie C-terminale conservée de MSP3 (un long
peptide d’environ 70 acides aminés) semble étre bien toléré mais ne semble pas stimuler la réponse
humorale apres immunisation de 30 adultes volontaires [110]. Dans d’autres études, les anticorps
produits a partir de ce méme peptide par des adultes volontaires inhibent la croissance parasitaire in
vitro et in vivo chez des souris immunodéficientes [111,112], mais ne semblent cependant pas se
maintenir dans le temps [29]. Une étude sur 'acquisition de I'immunité antipalustre en Asie du sud a
mis en évidence I’association entre les anticorps spécifiques des régions conservées de MSP3/GLURP
et une protection contre les formes cliniques. Il a également été montré au cours de cette étude que
les anticorps cytophiles produits contre les régions conservées de MSP3 et GLURP étaient corrélés a
cette protection [113]. Au regard de ces différents travaux, les réponses anticorps produites contre la

partie C-terminale conservée de MSP3 semblent prometteuses.

11I-4/ Glutamate Rich Protein
GLURP est une protéine de 220 kDa exprimée lors du stade schizonte hépatique et a la surface du

mérozoite érythrocytaire [114]. Sa fonction est pour le moment encore inconnue. Elle est constituée
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d’une région N-terminale ayant une diversité limitée nommée RO [115] puis de 2 régions répétées

polymorphes annotées R1 et R2.

N-terminal RO R1 R2 C-terminal

Figure 12 : Schéma de la structure primaire de GLURP [114]

L'équipe de Carvalho a réalisé 2 études sur Saimiri sciureus qui montrent d’une part que la
parasitémie est partiellement contr6lée aprées immunisation avec GLURP,;.5q0 (incluant la région RO)
et d’autre part qu’il existe une forte association entre le taux élevé d’anticorps spécifiques de GLURP
et une protection clinique partielle [109,116]. Les études réalisées a partir d’anticorps humains sont
trés prometteuses. Les anticorps spécifiques des régions RO ou R2 ont été purifiés a partir d’'un pool
de sérums d’adultes immuns par Theisen et al.,: aucune purification n’a d’effet inhibiteur direct sur
I'invasion par le parasite mais les anticorps agissent en collaboration avec les monocytes pour inhiber
la croissance parasitaire in vitro. D’autre part, les 1gG spécifiques de la région R2 ont un effet
inhibiteur plus important que celles de la région RO [117]. De nombreuses études immuno-
épidémiologiques ont établi une association entre les anticorps spécifiques de GLURP et la protection
clinique. En effet, I'étude d’Oeuvray et al., réalisée au Sénégal, montre une corrélation entre la
protection contre les accés palustres et la présence d’'lIgG2 et d’'IgG3 spécifiques de la région RO et
d’lgG3 spécifiques de la région R2 [118]. Dodoo et al., ont suivi une cohorte d’enfants au Ghana et
ont observé que les IgG1 dirigées contre la région RO et les 1gG3 dirigées contre la région R2 sont
corrélées a la protection contre les formes cliniques du paludisme a P. falciparum [119]. L'implication
des anticorps cytophiles est confirmée par d’autres études. L'immunisation de souris avec un long
peptide synthétique dérivé de la région RO a permis de conclure sur 'immunogénicité et la spécificité
de ce vaccin [120]. Les anticorps générés apres immunisation avec ce méme peptide de 36
volontaires sont principalement des IgGl qui inhibent la croissance parasitaire in vitro en
coopération avec des monocytes [121]. Ces résultats semblent particulierement prometteurs. Notre
étude portera sur la région conservée RO et la région répétée R2 qui semblent étre a I'origine

d’anticorps protecteurs.
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111-5/ Apical Membrane Antigen 1
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Figure 13 : Processus de maturation protéolytique d’AMA1 [122]

AMAL1 est retrouvé a la fois a la surface du sporozoite hépatocytaire et du mérozoite érythrocytaire,
jouant un role essentiel dans l'invasion des cellules hotes. Seule la phase érythrocytaire sera
développée dans ce paragraphe. Le précurseur d’AMA1 (83 kDa) est transporté au niveau du poéle
apical du mérozoite ou il subit une maturation protéolytique (Figure 13) qui le convertit en une
protéine de 66 kDa. Au moment de I'invasion dans le globule rouge, AMA1lg est délocalisée a la
surface du mérozoite. La majeure partie de I'ectodomaine d’AMA1s est alors clivée en 2 libérant 2
fragments possibles : soit un fragment de 48 kDa soit un autre de 44 kDa. L'ectodomaine d’AMA1,
solidement stabilisé par 8 ponts disulfures, est composé de 3 domaines : |, Il et lll. La structure de la

protéine a été confirmée par cristallographie [123].

Récemment, il a été découvert qu’AMAL1 joue un réle majeur dans la liaison du mérozoite avec le
globule rouge [23-27]. En interagissant avec des protéines de la famille RON (rhoptry neck protein),
AMA1 formerait un complexe permettant la liaison au mérozoite (Figure 14). La compréhension de
ce mécanisme permet d’envisager l'inhibition de cette étape cruciale et fait dAMA1 un candidat

vaccin séduisant.

Un des obstacles a la mise en place d’un vaccin efficace basé sur AMAL1 est que cet antigene possede
un important polymorphisme génétique. Une étude longitudinale menée au Mali a examiné la
diversité génétique des souches infectantes et ont conclu a 240 formes d’AMAL1 différentes sur 506
infections. Ces polymorphismes étaient situés prées du site de fixation impliqué dans le phénoméne

d’invasion [124]. Une seconde étude a mis en place un essai in vitro avec des parasites transgéniques
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exprimant diverses AMA1, et a montré que les parasites transgéniques n’avaient pas la méme

sensibilité aux anticorps inhibiteurs que les lignées parentales apportant la conclusion que ces

polymorphismes de séquence permettent aux parasites d’échapper a la réponse immunitaire [125].

Novau

Figure 14 : Modéle des étapes précoces de I'invasion érythrocytaire par le mérozoite proposé par Richards et al. [25]

Néanmoins, une immunisation de Saimiri sciureus avec AMA1lgs induit une protection clinique de 4
singes sur 6 (les 2 autres n’ayant produit que peu d’anticorps spécifiques d’AMA1). De plus, les
anticorps produits inhibent I'invasion du mérozoite in vitro [126]. Les immunisations chez le singe
Aotus avec des protéines recombinantes AMAL1 entieres le protége contre les formes graves [127].
Des immunisations chez la souris avec soit AMAL entiere soit 'ectodomaine d’AMA1 entraine la
production d’anticorps protecteurs. Le transfert passif d’anticorps produits chez le lapin a partir de la
protéine recombinante de I'ectodomaine d’AMA1 entraine également la protection des souris
préalablement infectées par la souche de P. chabaudi adami DS [128].

Chez I’'homme, Stanisic et al., ont réalisé un suivi longitudinal d’une cohorte d’enfant dgés de 5 a 14
ans, en Papouasie Nouvelle Guinée, et ont conclu qu’un fort taux d’'lgG3 spécifiques d’AMA1 est
fortement associé a une diminution du risque d’infection ultérieure et de haute densité parasitaire
[129]. Un essai vaccinal en phase | réalisé a partir d'un mélange égal de protéines recombinantes
produites a partir de 2 alleles d’AMA1 a mis en évidence que les anticorps protecteurs produits sont
a l'origine d’une réponse immunitaire fonctionnelle. Cependant, la 3° dose de vaccin administrée 1
an apreés la seconde n’induit pas de production importante d’anticorps spécifiques d’AMA1. Cette

observation permet de conclure que les anticorps ne perdurent pas et ne permettent donc pas une
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protection de longue durée [130-132]. Au vu des observations réalisées dans ces différentes études,
de la fonction attribuée a AMA1 et de sa localisation, cet antigene semble étre un candidat vaccin

particulierement intéressant a tester.

111-6/ L’acquisition de la réponse anticorps spécifique du paludisme
Nous avons vu dans les paragraphes précédents que la réponse anticorps contre les différents
antigenes présentés est principalement une réponse cytophile. In vitro, chez les animaux ou chez
I’'homme, la protection conférée par les anticorps produits en réponse a une infection expérimentale
est variée. Il a été décrit que, face a certains antigénes, la réponse anticorps générée pouvait ne
perdurer que peu de temps et pouvait étre spécifique de souche. De plus, il a également été décrit
gue les IgG spécifiques des antigénes MSP1, MSP2 ou encore AMA1 avaient une demi-vie plus courte
gue ce qui est généralement admis [133]. Ces observations sont corrélées a celles faites a partir de
populations maliennes et ghanéennes exposées qui montrent qu’il est nécessaire d’étre infecté de
nombreuses fois et par des antigénes variés pour développer une semi-immunité [45-47]. Méme si
les résultats obtenus dans différentes études montrent que la protection n’est pas uniforme, tous les
antigenes étudiés dans ce travail sont a l'origine d’une réponse protectrice. L'ensemble de ces
observations permettent de conclure sur le fait que les connaissances sur I'acquisition d’'une réponse
immunitaire efficace ne sont pas encore suffisantes. Ce travail s’intéresse a ce point en particulier en
étudiant la toute premiere acquisition ou en d’autres termes I'acquisition naturelle de la réponse

anticorps spécifique du paludisme chez le nouveau-né.
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l1l/ Acquisition de la réponse anticorps en
présence ou en absence d’infection palustre
placentaire

I/ ACQUISITION DE LA REPONSE ANTICORPS EN ABSENCE D’INFECTION

PLACENTAIRE

I-1/ Le transfert d’anticorps maternels
Pendant la grossesse, le foetus est protégé des micro-organismes du milieu extérieur par la meére. A
sa naissance, le nouveau-né est exposé a de nombreux pathogénes alors que son immunité acquise
n’est pas encore développée. Pendant la grossesse, les IgG maternelles sont transportées a travers le
placenta et transférées dans le compartiment sanguin feetal. Il s’agit d’'un phénomene actif de trans-
endocytose qui fait intervenir des récepteurs spécifiques Fcy (Figure 15). L'efficacité de ce
mécanisme est telle que les nouveau-nés ont a leur naissance un taux d’lgG comparable a celui de la

meére [134-137)].
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Figure 15 : Représentation schématique du mécanisme actif de transfert d’anticorps de la mére au feetus pendant la
grossesse [135]

Les anticorps maternels protégent donc I'enfant a la naissance et pendant ses premiers mois de vie
laissant le temps au systéme immunitaire néonatal de se développer. Ainsi, apres quelques mois, les
anticorps de la mere déclineront pour laisser place aux anticorps néo-synthétisés du nourrisson

(Figure 16).
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Figure 16 : Ontogénie des Immunoglobulines G maternelles et de I’enfant

Dans le cadre de notre étude sur la réponse anticorps spécifique du paludisme propre au nouveau-
né, les premiers mois de vie représentent une zone d’ombre. En effet, les anticorps maternels et
néonataux sont mélés dans le plasma du nouveau-né et les mesures effectuées ne permettront pas
de mettre en évidence la part de la réponse attribuée au nouveau-né. Nous nous proposons donc
d’essayer d’éclaircir cette zone d’ombre en développant une technique permettant de distinguer les
2 isoformes que représentent les anticorps maternels et néonataux. Ce projet constitue un des

objectifs de ce travail de these.

1-2/ Les immunoglobulines
Pour parvenir a distinguer les anticorps maternels et néonataux, nous nous sommes plus
particulierement intéressés a la structure des immunoglobulines et a leur polymorphisme d’acides

aminés.

[-1-1/ Structure protéique des immunoglobulines
Les immunoglobulines humaines sont des glycoprotéines constituées de 4 chaines polypeptidiques
identiques 2 a 2 : 2 chaines légéres et 2 chaines lourdes reliées entre elles par des ponts disulfures.
Chacune des chaines lourdes et légeres est constituée de domaines variables et constants (Figure

17).
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VL: domaine variable de la chaine légére
CL: domaine constant de la chaine légére

( . VH: domaine variable de la chaine lourde
. ) CH: domaine constants de Ia chaine lourde
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Figure 17 : Structure schématique d’une immunoglobuline G et ses différents domaines

Les chaines légeres peuvent étre de 2 types : kappa (k) ou lambda (A) et sont communes a toutes les
lg. Les chaines lourdes sont appelées gamma (y), alpha (a), mu (u), delta (6) et epsilon (g) et
définissent chacune des 5 classes qui sont respectivement et par ordre de concentration
décroissante dans le sérum : 1gG, IgA, 1gM, IgD et IgE. Les IgG et les IgA possedent des sous classes
d’'lg : 1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgAl et IgA2 représentées par les chaines lourdes v1, y2, y3, v4, al et a2

respectivement [138].

I-1-2/ Polymorphisme protéique de la région constante d’une immunoglobuline

Spécificités propre a I'espéce ou isotypie :

Ces spécificités sont uniformes pour une protéine donnée chez tous les individus d’'une espece
animale. Elles sont codées par les différents genes C (défini dans le paragraphe suivant et sur la

Figure 18) et permettent de définir les chaines lourdes et les chaines légéeres des Ig.

Spécificités propre a I'individu ou allotypie

Ces épitopes sont portés par les parties constantes des chaines lourdes et légeres des Ig. Au sein de
certaines populations, il existe des allotypes prévalents portés par la majorité des individus d’une

population donnée.

Spécificités propre a la protéine ou idiotypie

Ces spécificités sont portées par la partie variable d’une Ig dirigée spécifiquement contre un

antigene. Les idiotypes sont synthétisés par un lymphocyte B (clone) déterminé.

Le polymorphisme de séquence protéique permettant de distinguer un individu d’un autre ou
allotypie semblerait étre adapté a notre problématique de distinction des anticorps maternels et

néonataux. En effet, si la mére et le nouveau-né sont porteurs d’allotypes différents (et donc si le
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pere et la mere ont des allotypes différents), ce polymorphisme pourra étre utilisé pour caractériser

et distinguer les anticorps maternels de ceux néo-synthétisés.

I-1-3/ Polymorphisme génétique de la région constante d’une immunoglobuline
Les segments géniques codant pour les régions constantes des Ig sont appelés génes C. Sur le
chromosome 14 humain, les génes C des chaines lourdes (IGHC) de chaque classe et sous classe d’lg

sont ordonnés comme représentés dans la Figure 18.

IGHC: IGHM IGHD IGHG3 IGHGL |IGHAL IGHG2 IGHG4 IGHE IGHA2
5’ 1 5 v3 il al v2 y4 £ a2 3
charniére
CH, CH, CH, Géne IGHG3

Figure 18 : Ordre des génes C codant pour les domaines constants des chaines lourdes d’immunoglobuline localisés sur le
chromosome 14 humain

Les régions constantes des Ig ont des séquences nucléotidiques tres conservées. Cependant, il existe
un certain nombre de nucléotides polymorphes i) 8 d’entre eux sont répartis sur les genes Ca, ii) 15
sur les génes Cy (distribués sur les genes Cyl, Cy2 et Cy3) et iii) 2 sur les geénes C des chaines légéres
kappa. Ce sont ces polymorphismes génétiques qui codent pour les allotypes.

Du fait de leur proximité sur le géne, des déséquilibre de liaison se produisent et font que certains
nucléotides sont hérités ensemble. Les polymorphismes nucléotidiques portés par exemple sur les
génes Cy3 et Cyl (contigus) conduiront a hériter des combinaisons alléliques fixes appelées
haplotypes. Les haplotypes des IgG sont définis par les combinaisons fixes des alleles IGHG3, IGHG1
et IGHG2 (annotés selon I'ordre des génes sur le chromosome). Les haplotypes sont codominants. Un
individu diploide possede donc 2 haplotypes et le phénotype de cet individu prendra en

considération la part de chacun.

I-1-4/ Allotypes
Jacques Oudin introduit en 1956 le terme d’ « allotypie » en démontrant que les anticorps de lapins
dirigés contre les sérums d’autres lapins possédaient une spécificité permettant de distinguer les
individus d’'une méme espéce [139]. Les nucléotides polymorphes décrits dans le paragraphe

précédent codent pour différents acides aminés qui conférent a la protéine d’lg une certaine
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conformation et donc une immunogénicité. L’utilisation d’une immunoglobuline comme un antigene

a permis de mettre en évidence ces déterminants antigéniques que sont les allotypes.

Aujourd’hui, 3 principaux systemes de déterminant allotypiques des domaines constants sont
décrits :

- Le systeme Am : marqueurs des chaines lourdes des IgA ;

- Le systéeme Gm : marqueurs des chaines lourdes des IgG ;

- Le systéeme Km : marqueurs des chaines légéres kappa ;

(avec « m » pour marqueurs et par exemple « A » pour IgA).

Les allotypes sont des modifications peptidiques des domaines constants allant de 1 a 3 acides
aminés polymorphes (et codés par les nucléotides polymorphes précédemment décrits). Comme les
polymorphismes nucléotidiques des chaines constantes sont hérités par combinaisons fixes, il
n’existe pas un grand nombre de combinaisons d’allotypes possibles. Le systtme Am et le systeme
Km possédent chacun 3 allotypes et le systtme Gm posséde 18 allotypes localisés sur les chaines
lourdes des IgG:

i) 4 au niveau de I'lgG1 : GIm(1), GIm(2), GIm(3) et G1Im(17),

ii) 1 pour I'lgG2 : G2m23 et

iii) 13 pour I'lgG3 :G3m(5), G3m(6), G3m(10), G3m(11), G3m(13), G3m(14), G3m(15),

G3m(16), G3m(21), G3m(24), G3m(26), G3m(27) et G3m(28).
Une partie de notre travail s’est focalisée sur I'lgG3 qui s’avére étre la plus polymorphe et donc la

plus informative des sous-classes des IgG (Tableau 3).

Il est important d’insister sur le fait que la définition des allotypes est basée sur 'immunogénicité des
Ig et non sur leurs séquences nucléotidiques ou peptidiques. La technique de référence permettant
la caractérisation du phénotype allotypique d’une Ig est l'inhibition d’hémagglutination. Il s’agit
d’une technique sérologique qualitative permettant de déterminer le phénotype des Ig en se basant
sur leur caractéere immunogéne di a la conformation des protéines. Les autres approches de biologie
moléculaire ou de protéomique (ou biochimie), permettent par contre de mettre en évidence des
polymorphismes de séquences. Cette information fondamentale permet d’introduire la notion
d’allotype conformationel. En effet, il existe des Ig dont les séquences d’allotypes sont strictement
identiques mais ont une conformation différente (localisation d’un pont disulfure par exemple),
entrainant une immunogénicité particuliere. Ainsi, a I'inverse des IgA2 porteuses de |'allotype A2m1,
les IgA2 porteuses de I'allotype A2m2 posséde un pont disulfure impliquant la cystéine en position

123 du CH1.
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Le systéme des allotypes est complexe et a été succinctement décrit dans ce paragraphe. D’autres
notions plus détaillées peuvent étre retrouvées dans les ouvrages et les articles suivants [138,140-

144].

position des acides aminés
Allotypes .
Gm domaines CH2
IMGT 82 83|39 4 84 98 101 115 116
P A Val S Met GIn |l A Ph
18G3*01 (référence) ro Arg| val oer e n fleu Arg €
Ccg cgg| gtg agc atg cag atc cgc ttc
1.  G3ms Arg Phe
cgc  ttc
5 G3m6 Ser Glu
agc gag
3 G3m10 Ser lleu
agc atc
4. G3mil Ser
agc
5. G3mi3 Ser Gln
agc cag
6. G3mild Met Arg Phe
atg cgc  ttc
7 G3mils Met His Tyr
atg cac tac
8. G3m1l6 Tre
igg
9. G3m21 Leu
ctg
10. G3m24 Ser val
agc gtc
Arg
11. G3m26
CcgC
12. G3m27 lleu
atc
13. G3m28 Arg Tyr
cgc tac

Tableau 3 : Acides aminés responsable de I’allotypie du systéeme Gm des 1gG3 [140]

Une table regroupant les annotations pour les acides aminés et leurs codons est disponible en Annexe 1. L’alléle *01 de
I'lgG3 (IgG3*01) est la référence pour mettre en évidence les polymorphismes de séquence ; les bases incriminées dans le
polymorphisme nucléotidique sont soulignées ; les acides aminés et codons répétés dans le tableau et correspondant a la
référence sont essentiels pour faire la distinction entre 2 allotypes.
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I-1-5/ Fréquence des haplotypes d’allotypes dans les populations du monde
Les allotypes d’lg sont particulierement informatifs pour décrire la structure génétique et I’histoire
d’une population (brassage, migration, peuplement...). Dans chaque population il existe des
combinaisons d’allotypes prévalentes. Entre les différentes populations mondiales, les haplotypes
prévalents varient. Par exemple, dans les populations amérindiennes, les haplotypes d’IGHG3 sont
moins polymorphes que dans les populations d’Afrique du Nord [145]. Les haplotypes Gm les plus

fréquents sont représentés dans le Tableau 4:

CH2 CH3
Provenance position IMGT 82 83 39 44 84 88 98 101 115 116
vl Pro Arg Val Asn Val Lys GIn Val His Tyr
V2 = = = - Met - = = = =
2! - - - - - Arg Glu - - -
C,N,M G3m5,10,11,13,14,26,27 - - -  Ser Met - - lle Arg Phe
N G3m5,6,10,11,14,26,27 - - - Ser Met - Glu lle Arg Phe
N G3mb5,6,11,24,26 - - - Ser - Arg Glu - Arg Phe
N G3m10,11,13,15,27 - - Met Ser - - - lle - -
M G3m10,11,13,15,16,27 - Trp Met Ser - - - e - -
C,M G3m21,26,27,28 Leu - - - Met - - lle Arg -

Tableau 4 : Les 6 alleles G3m les plus représentés dans le monde [140,144,146,147]

C: populations caucasiennes; N: populations noires; M: populations asiatiques

L'lgG3 (étant trés polymorphe en Afrique sub-saharienne) semble adaptée a notre problématique.
Nous proposons d’utiliser une approche par spectrométrie de masse pour distinguer les anticorps
maternels de ceux du nouveau-né afin de détecter et quantifier les peptides porteurs d’acides

aminés polymorphes provenant soit de la mére, soit de son enfant.

I1-3/ Hypergammaglobulinémie
Plusieurs études comparant le taux d’anticorps total chez la mére et dans le sang de cordon ont mis
en évidence qu’une forte concentration d’lgG dans le sang maternel pouvait étre associée a une
diminution du transfert d’anticorps. Mais en comparant des couples meres/enfants provenant de
France ou du Gabon [148] et d’Allemagne ou du Nigeria [149], il a également été mis en évidence
que le taux d’anticorps des femmes africaines est significativement plus élevé; ceci étant
probablement di a une exposition plus forte a des pathogenes divers [150]. Le nombre de
récepteurs Fcy étant limité, le taux d’anticorps transférés I’est également en raison d’'un phénomeéne
de saturation de ces récepteurs) [137,151]. Par conséquent, le ratio entre les anticorps maternels et

ceux du sang de cordon diminue. L’hypergammaglobulinémie maternelle est donc un facteur
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indispensable a prendre en compte pour caractériser le transfert d’anticorps maternels et étudier la

réponse anticorps lors des premiers mois de vie.

11/ ACQUISITION DE LA REPONSE ANTICORPS DANS LE CAS D’UNE INFECTION

PALUSTRE PLACENTAIRE

1I-1/ Le transfert d’anticorps maternels
De nombreuses études ont décrit que le transfert d’anticorps maternels spécifiques de différents
pathogenes pouvait étre diminué en cas d’infection palustre placentaire [152-155]. Ces études ont
pris en compte le taux d’anticorps de la mére a I'accouchement et I’hypergammaglobulinémie. Une
étude se déroulant en Gambie et suivant 213 couples méres/enfants a mis en évidence que la
prématurité et le faible poids de naissance étaient associés a une diminution du transfert d’anticorps
spécifiques de Haemophilus influenzae et Streptococcus pneumoniae en présence d’une infection
palustre placentaire. Les auteurs ont conclue que la réduction du transfert de ces anticorps de la
meére au foetus pourrait rendre les nourrissons plus vulnérables et les prédisposer aux infections
bactériennes [154]. Pour ces 4 études, la diminution du transfert d’anticorps variait en fonction de la

spécificité de I'anticorps [152—-155].

Concernant le paludisme, Rasheed et al., ont montré que les taux d’anticorps spécifiques d’antigenes
de stade parasitaire sanguin dans le sang périphérique maternel et dans le sang de cordon étaient
fortement corrélés [156]. Une autre étude a conclu que I'infection placentaire n’intervenait pas sur le
transfert d’anticorps maternels [157]. Cependant, Bonner et al., ont suivi pendant 1 année 100
enfants nés de meéres infectées ou non a l'accouchement et ont observé que les enfants nés de
meres ayant un placenta infecté avaient une acquisition réduite d’anticorps spécifiques du paludisme
[158]. De plus, Hogh et al., ont observé une plus faible probabilité de développer une infection chez
les enfants nés avec des niveaux élevés d’anticorps spécifiques de MSP1,5 [159]. Les observations
faites par ces 2 études peuvent permettre de poser la question de I'efficacité du transfert d’anticorps
spécifique d’antigenes parasitaires en cas d’infection palustre placentaire.

Un des objectifs de ce travail de thése sera donc de nous assurer, dans le contexte de notre étude de
cohorte, si le transfert d’anticorps spécifiques du paludisme est altéré ou non en présence d’une
infection placentaire et si cela a un impact sur la susceptibilité des nourrissons a développer une

infection palustre.
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11-2/ Tolérance immunitaire : comparaison de 'acquisition de la réponse immune
Quatre enquétes épidémiologiques menées au Cameroun en 1997 [160], en Tanzanie en 2005 [161],
au Kenya en 2006 [162] et au Gabon en 2008 [163] ont montré que l'infection placentaire joue un
role déterminant dans la survenue des premieres infections palustres des enfants. Le Port et al,
confirment ces observations a partir des données recueillies par le programme sur lequel est basé ce
travail de these [164]. En effet, les enfants issus d’'une mére ayant eu un placenta infecté présentent
leur premiere infection palustre plus précocement que ceux nés d’une meére sans infection

placentaire relevée a I'accouchement. Une hypothése de tolérance immunitaire a donc été avancée.

L'accumulation d’érythrocytes infectés dans le placenta crée un environnement inflammatoire
important : les leucocytes, incluant les monocytes, se retrouvent dans I'espace inter-villeux et la
production locale de cytokines pro-inflammatoires engendre une réponse qui a été corrélée au petit
poids de naissance et a I'anémie maternelle [165]. Le réle majeur de I'immunité innée est de
produire des cytokines immunorégulatrices telles que l'interleukine (IL)-12 et I'interféron gamma
(IFNy), qui semblent étre essentielles pour le développement de la réponse des cellules T CD4+, des
cellules B, des cellules présentatrices d’antigénes (telles que les cellules dendritiques) et de la
réponse immune adaptative dépendante d’anticorps. Il a été montré que les lymphocytes localisés
dans le sang de cordon produisent moins d’INFy [156,166] et proliféerent moins bien [166] lors d’une
infection palustre placentaire. Fievet et al., ont également montré que l'infection placentaire, définie
par la présence de pigment malarique dans les macrophages du sang placentaire recueilli a
I’accouchement, était associée a une maturation partielle des cellules dendritiques myéloides et
plasmacytoides [167] présentes dans le sang de cordon, ce qui pourrait étre a l'origine d’un
phénomene de tolérance immunitaire chez le nouveau-né [168]. Il a également été décrit qu’un
sous-groupe de nouveau-nés issus de meres infectées pendant la grossesse avaient un phénotype
particulier qualifié de « tolérant immunitaire », caractérisé par une augmentation de la production
d’ll-10, une anergie des cellules T et une incapacité des cellules mononucléées du sang de cordon a
produire de I'INFy. Il est important de noter que ces mémes enfants ont également un risque accru
de développer des infections palustres comparés aux enfants ne possédant pas un tel phénotype

[169].

L'accumulation d’érythrocytes infectés dans le placenta est également a l'origine du transfert
d’antigenes solubles dans le compartiment feetal [162,170,171]. Cette preuve d’une exposition in
utero a également été faite par d’autres études qui ont établie la présence dans le sang de cordon
d’IgM et/ou d’IgE — isotypes qui ne passent pas la barriére placentaire — spécifiques d’antigénes

palustres [156,172,173]. Des études ont méme montré qu’il était possible de retrouver de I'ADN

37



Introduction

Acquisition de la réponse anticorps en présence ou en absence d’infection palustre placentaire

parasitaire dans le sang de cordon [174,175]. Deux études montrent également que la stimulation in
vitro de lymphocytes B issus du sang de cordon de nouveau-nés vivant en zone d’endémie produisent
des IgG spécifiques de MSP1yy [176,177]. Chacune de ces études ont écarté les possibilités de
contamination entre le sang maternel et le sang de cordon en précisant que toutes les précautions
avaient été prises. Ces observations prouvent que la sensibilisation in utero par des antigénes
parasitaires solubles est un phénoméne plausible.

En 2005, Bonner et al, ont démontré que linfection palustre placentaire diminuait le
développement de la réponse anticorps spécifique du paludisme pendant la premiére année de vie,
age considéré comme étant a risque de développer un accés sévere. Les auteurs ont également
montré que la différence entre les enfants nés d’'une mere infectée ou non s’accentuait apres le
premier mois de vie [158]. Une autre étude définit les phénotypes d’enfants « exposés » et
« sensibilisés ». Les enfants pour lesquels le sang périphérique maternel, le sang de cordon ou le
placenta était infecté (examen microscopique et/ou amplification d’ADN) sont considérés comme
exposés. Les enfants exposés dont les lymphocytes du sang de cordon sécretent de I'INFy apres
stimulation sont définis comme étant sensibilisés. Les auteurs montrent que les enfants sensibilisés
in utero ont un niveau plus élevé d’anticorps spécifiques de MSP144 inhibant I'invasion érythrocytaire
in vitro et que leurs anticorps sont plus efficaces (et ce jusqu’a 2 ans de vie) que les enfants exposés

[177].

Un des objectifs de ce travail de thése est d’essayer d’éclaircir ce phénomeéne de tolérance
immunitaire d’un point de vue parasitologique afin de vérifier par cette approche indirecte si le
contact in utero avec des antigénes parasitaires est responsable d’une plus grande sensibilité aux

infections palustres.
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I\V// Problématique

Les manifestations cliniques du paludisme sont causées par les stades sanguins de P. falciparum. |l
semble qu’une semi-immunité n’apparait efficace qu’aprés un contact continu avec une large variété
d’antigenes parasitaires. Il est donc nécessaire d’étudier simultanément la réponse immune
naturellement acquise contre plusieurs antigenes parasitaires. Ainsi, sept antigenes des stades
sanguins asexués de P. falciparum ont été retenus dans ce projet, en leur qualité de candidats
vaccins : MSP1, MSP2 (3D7 et FC27), MSP3, AMA1, GLURP (RO et R2). Ces antigénes interviennent de
facon déterminante dans le développement d’'une immunité protectrice dans la mesure ou ils
induisent la production d’anticorps associés a la protection clinigue, notamment les
immunoglobulines (Ig) G de type cytophile IgG1 et 1gG3.

La plupart des études suivent les enfants jusqu’a la premiére infection palustre alors que le systeme
immunitaire n’est pas acquis, ou bien réalisent une visite plusieurs mois apres cette premiere
infection et observent alors le résultat de la construction de la réponse immunitaire. Les mesures des
réponses anticorps, réalisées a intervalles réguliers, comme cela est proposé dans le suivi de cette
cohorte de nouveau-nés, représentent un atout majeur pour aider a élucider la mise en place

effective de la réponse anticorps antipalustre.

Sachant que les anticorps maternels persistent jusqu’a environ 4 mois de vie chez le nouveau-né, les
prélévements effectués a la naissance, a 3 et 6 mois conduiront au dosage indistinct des anticorps de
la mére et de I'enfant. Dans la mesure ou notre problématique porte sur la construction de la
réponse anticorps propre au nouveau-né, il est nécessaire de distinguer quantitativement les
anticorps issus de la mére de ceux qui ont été néo-synthétisés par I'’enfant. Aucune équipe ne s’est
encore intéressée a cette dissection de la réponse anticorps spécifique chez le trés jeune enfant. Les
IgG présentent un polymorphisme de leurs séquences protéiques appelé allotypie qui pourrait se
révéler étre un moyen efficace pour distinguer les anticorps maternels et néonataux, mais il n’existe
pas a ce jour de technique permettant la quantification de ces séquences et donc indirectement, des
anticorps qui les portent. Dans ce travail, une approche a été mise en place pour distinguer, détecter
et quantifier les anticorps de la meéere de ceux du nouveau-né lors des premiers mois de vie du

nourrisson.

Il a été observé que les enfants issus d’une mere ayant eu un placenta infecté présentent leur
premiére infection palustre plus t6t que ceux nés d’'une mére sans infection placentaire. Des études

mettent en cause le contact in utero avec des antigénes parasitaires solubles. Cette exposition
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conduirait le nouveau-né a étre tolérant d’un point de vue immunitaire. L’hypothese de notre travail
se base sur le fait que, dans ce contexte, la tolérance du nouveau-né s’exercerait vis-a-vis des
antigenes avec lesquels le foetus a été en contact in utero. Certains des antigénes contre lesquels
nous étudions la réponse anticorps sont codés par des geénes hautement polymorphes et
immunogenes. C'est notamment le cas du gene dimorphique msp2 (deux familles alléliques 3D7 et
FC27) et du gene glurp. Pour tester notre hypothese, les alleles codant pour les antigénes
parasitaires présents chez la mére a I'accouchement et chez I'enfant au cours des infections qu’il
présentera jusqu’a I'age de 18 mois seront caractérisés et comparés aux devenirs cliniques. Ainsi,
nous pourrons, par une approche originale, vérifie si le contact in utero avec des antigénes

parasitaires est responsable d’une plus grande sensibilité aux infections palustres.

Objectif principal:
Le principal objectif de ce travail de these est d’étudier la construction de la réponse immunitaire
humorale dirigée contre P. falciparum durant les 18 premiers mois de vie, chez 600 enfants vivant

dans une zone rurale d’endémie palustre, a Tori Bossito, dans le Sud-ouest du Bénin.

Les objectifs spécifiques sont de :

- déterminer pour chaque enfant le niveau trimestriel des anticorps dirigés contre
plusieurs protéines recombinantes représentant des antigénes des stades sanguins
asexués de P. falciparum et de détailler I'acquisition de la réponse anticorps de maniéere
globale et en fonction de I'infection placentaire ;

- mettre au point une méthode permettant de distinguer et quantifier les anticorps
maternels et néonataux afin de mesurer la part de la réponse anticorps propre au
nouveau-né pendant ses premiers mois de vie;

- s’assurer si le transfert d’anticorps spécifiques du paludisme n’est pas altéré par
I'infection palustre placentaire et n’est pas responsable, dans ce cas, d’une plus grande
sensibilité de I’enfant aux infections palustres ;

- et s’assurer si la plus grande sensibilité a l'infection palustre des nourrissons nés de
meéres infectées n’est pas due a la rencontre avec des antigenes portés par les parasites

infectant la meére a 'accouchement.
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La zone d’étude

Le programme dans lequel s’insere ce travail de thése est un projet multidisciplinaire financé par
I’Agence Nationale pour la Recherche en 2006 et dont les opérations de terrain se sont déroulées
entre 2007 et 2010. L'objectif principal de ce programme est de mieux comprendre la dynamique
d’apparition et d’expression des premieres infections palustres chez le nouveau-né. Il a été construit
autour de 3 axes qui reprennent les facteurs de risque principaux a savoir : écologique (transmission
vectorielle, habitat urbain/rural), biologique (constitution de la réponse immune) et génétique
(contréle de la susceptibilité individuelle a I'infection). L'objectif final de ce programme consistera,
lorsque toutes les analyses seront finalisées, a faire des propositions d’interventions en matiere de
santé publique permettant d’identifier des populations dans des espaces a risque et de protéger

prioritairement des groupes a risque ou d’éviter la constitution de situations a risque.

|/ La zone d’étude

L'étude s’est déroulée dans la commune de Tori Bossito située dans le département de I’Atlantique,
au sud du Bénin (Figure 19). Neuf villages ont participé au programme : Avamé, Gbedjougo, Houngo,
Dohinoko, Cada Centre, Gbetaga, Zébé, Anavié et Zoungoudo. Ces villages ont été sélectionnés en
raison de leur proximité avec les centres de santé impliqués dans le programme : Tori Gare, Tori
Avamé et Tori Cada. Chacun des centres de santé est composé d’un dispensaire et d’'une maternité.
Dans la ville de Tori Bossito méme, se situe le laboratoire qui centralisait les échantillons collectés,

réalisait les premiers examens biologiques et aliquotait les échantillons.

lEI Centres de
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de I'étude

Laborataire

]

~  Tori
\ -
. Bossito
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.
i
\  Tori
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|
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l— Océan Atlantique 0 3 IOI km

Figure 19 : Zone d’étude et localisation des centres de santé, Tori Bossito, Bénin
Source : C. Pierrat
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[/ Le suivi de la cohorte

I/ PRESENTATION DE LA COHORTE : INCLUSION

Six cent soixante femmes ont été incluses a 'accouchement (Figure 20). Dans I'étude de I'acquisition
de la réponse anticorps, 656 enfants ont été pris en considération en excluant 31 femmes et leurs
enfants pour des raisons diverses : criteres d’inclusion non satisfaits, refus de participer a I'étude,

mort-nés, déces ou perdus de vue avant le premier mois de vie.

[ 660 femmes enceintes ]

31 femmes ne correspondaient pas
aux critéres d’inclusion ou ont
-cfusé

Y

656 nouveau-nés inclus a la naissance
603 uniques, 25 jumeaux, 1 triplet

= 10 mort-nés

* 11 décés avant 7 jours

* 5décés entre 7 et 28 jours

* 10 perdus de vue avant I3 1° visite
mensuelle

620 nouveau-nés suivis plus d'un mois

* 44 perdus de vue
et
= 14 déces

avant |z 12° visite mensuelle

562 nourrissons suivis au moins 12 mois

= 29 perdus de vue

et

* 5déces

Entrc la 12° ot la 18° v'sitc mensucllie

528 nourrissons suivis pendant 18 mois

Figure 20 : Diagramme de flux sur 18 mois, Tori Bossito, 2007-2010 [178]

11/ LE SUIVI DES ENFANTS

Les enfants inclus a la naissance ont été suivis régulierement jusqu’a I'age de 18 mois (Figure 21).
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Mere: Ge, prélévement sang circulant (Cl)
Flacenta: Apposition placentaire
Nouveau-né: Ge, prélévement sang cordon {CO}

Naissance
l ’ ’ ’ " mois

] ] L L L :>

t i
Ci/co M3 M6 Me M12 M15 M18

A S S S S O Y S S S A S S o S O O ¢

Visites trimestrielles: prélévement sang circulant (M) |

;

Visites mensuelles; Ge, confettis de sang total
Questionnaire alimentaire/mesures anthropométriques
Température axillaire

Consultation: en cas de température axillaire 2 37,5°C

Visite & domicile hebdemadaire: Température axillaire TDR, Ge, confettis de sang total

en cas de température axillaire z 37,5°C, les enfants
étaient envoyés au dispensaire |le plus proche

Sl le TDR étalt positif, traitement au Coartem®

Figure 21: Schéma des données et échantillons recueillis pendant le suivi des enfants de la cohorte [178]

Ge : Goutte épaisse ; TDR : Test de Diagnostic Rapide ; Prélevements Ci : sang circulant maternel, CO : sang de cordon, M :
mois.

1I-1/ Chaque semaine : suivi actif
Une visite a domicile était réalisée pour controler la température axillaire. En cas de température
supérieure a 37,5°C, il était vivement recommandé a la famille d’amener I’enfant au dispensaire le

plus proche.

11-2/ Chaque mois : suivi actif
Lors de la visite mensuelle qui se déroulait a domicile, une goutte épaisse était réalisée
systématiquement afin de détecter les portages asymptomatiques de parasites sanguins de
P. falciparum. Un questionnaire sur I'alimentation de I'enfant était également posé a la mere et des

mesures anthropométriques étaient réalisées.

11-3/ Chaque trimestre : suivi actif
La visite trimestrielle se déroulait au dispensaire. En plus des données collectées mensuellement, un

prélevement de sang périphérique était réalisé.
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11-4/ Consultations : suivi passif

En cas d’état fébrile, détecté lors de la visite hebdomadaire ou par la famille, I'enfant était recu au
dispensaire. Que la consultation conduise a une suspicion de paludisme ou non, I'enfant était pris en
charge par le programme.

Si la température axillaire dépassait 37,5°C ou si la famille signalait des épisodes de fievre dans les 48
heures précédentes, un Test de Diagnostic Rapide (TDR), une goutte épaisse et un confetti de sang
total étaient systématiquement réalisés. Si le TDR était positif, I'enfant était traité avec du Coartem®
(posologie adaptée a son poids).

En cas de probleme plus grave, les enfants étaient référés a I’hdpital de zone qui se situe a Ouidah,

au CNHU ou a I'Hopital de la Mere et de I'Enfant - Lagune (HOMEL) a Cotonou.

[1l/ La collecte des échantillons et des données
utilisés dans ce travail de théese

1/ SUIVI PARASITOLOGIQUE ET TRAITEMENT

I-1/ A la naissance

Des gouttes épaisses réalisées a I'accouchement a partir du sang périphérique de la mére et du sang
de cordon étaient rapidement colorées et lues au laboratoire de Tori Bossito. Si la goutte épaisse du
sang périphérique maternel était positive, la femme était traitée avec de la quinine. En cas de goutte
épaisse du sang de cordon positive, un suivi supplémentaire était réalisé aupres des nouveau-nés afin
de vérifier que la parasitémie devienne rapidement nulle. Aprés 3 jours, si la parasitémie était encore
positive, I'enfant était traité avec du Coartem®.

Une apposition placentaire était également collectée. Ne rentrant pas en compte dans les décisions
du protocole de suivi, la lecture de I'apposition placentaire n’était pas effectuée simultanément a

|"accouchement.
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Des confettis de sang total maternel, de sang de cordon et de sang placentaire ont été collectés et

conservés a 4°C au laboratoire de Tori Bossito puis a Cotonou.

I-2/ Chaque mois

Lors des visites mensuelles systématiques, une goutte épaisse était réalisée. Ces échantillons
n’étaient pas lus en priorité. Dans le cadre d’une infection, soit la parasitémie était contrélée par le
systeme immunitaire de I'enfant, I'infection était alors asymptomatique et donc non détectée et non
traitée (conformément aux recommandations du Programme Nationnal de Lutte contre le Paludisme
au Bénin) ; soit la parasitémie n’était pas controlée, des symptomes se déclaraient et I'enfant était
pris en charge par le protocole déja décrit (visite hebdomadaire, mensuelle ou consultation).

Des confettis de sang périphérique de I’enfant ont également été collectés a chaque visite mensuelle

et conservés a 4°C.

1-3/ Chaque consultation
Que le TDR soit positif ou non, la goutte épaisse était lue au laboratoire. En cas de discordance entre
les résultats de TDR (négatif) et de goutte épaisse (positive), du Coartem® était apporté a I'enfant. La
bonne réalisation du TDR était généralement incriminée. Les discordances inverses (TDR positif et
goutte épaisse négative) n’impliquaient pas de changement particulier du protocole, I'enfant étant
traité dans ce cas.
Des confettis de sang périphérique de I'enfant ont également été collectés a chaque consultation et

conservés a 4°C.

I1-4/ Lecture des lames
Les lames étaient colorées au Giemsa dilué a 10% dans de I'eau a pH 7 pendant 10 minutes au
laboratoire de Tori Bossito. Toutes les gouttes épaisses et appositions placentaires ont été lues 2 fois
par 2 lecteurs différents. Le comptage de leucocytes et de trophozoite était réalisé simultanément et
sur plusieurs champs jusqu’a I'obtention de 500 de I'une ou de I'autre catégorie. La parasitémie était
calculée selon la formule : nombre de trophozoites x 100 / nombre de globules blancs. En cas de
discordance des 2 lectures, un troisieme lecteur intervenait pour départager et conclure sur la
parasitémie. Dans le cas ou les 2 lectures ont conclu a une parasitémie positive, la moyenne des 2

mesures étaient prise en considération.
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11/ SUIVI IMMUNOLOGIQUE

11-2-1/ A la naissance
Quatre millilitres de sang total maternel et de sang de cordon ont été prélevés dans des tubes
Vacutainer® EDTA (Acide Ethyléene Diamine Tétraacétique). Au sein de la maternité, ces échantillons
étaient conservés dans un réfrigérateur (fonctionnant au pétrole) avant d’étre rapatriés (dans une
glaciere) le plus rapidement possible au laboratoire de Tori Bossito ou des aliquots de plasma étaient

effectués et conservés a -20°C.

Chaque trimestre
Quatre millilitres de sang périphérique de I'enfant étaient collectés chaque trimestre et traités de la
méme maniére que les prélévements de la naissance. Des tubes Vacutainer® EDTA a ailettes étaient

utilisés pour les enfants les plus jeunes selon le confort du préleveur.

L’ensemble des échantillons étaient rapportés au laboratoire de Cotonou 3 fois par semaine, dans

une glaciere. Les aliquots de plasma étaient alors stockés a -80°C.

Serothéque
Les aliquots de plasma étaient réalisés dans des microtubes de 1,2 mL. Quatre aliquots de 600 uL
étaient constitués par échantillon. Dans un premier temps, les échantillons étaient rangés au
laboratoire de Cotonou par ordre d’arrivée du terrain. La serothéque a été completement
réorganisée par enfant avant de débuter les dosages immunologiques. Sa réorganisation a occupé 2
personnes pendant plusieurs semaines en raison du volume de cette serothéque qui regroupait 4
tubes pour chaque préléevement, 8 prélévements par enfant (Ci, CO, M3, M6, M9, M12, M15, M18),

et 620 enfants, pour un total d’environ 19 800 tubes et 200 boites de microtubes.
111/ AUTRES SUIVIS : NUTRITIONNEL ET ENVIRONNEMENTAL

11-1/ Volet nutritionnel
Chaque mois, des mesures anthropométriques ont été collectées (poids, taille, périmetre brachial
des enfants) et un questionnaire complet portant sur I’allaitement et I'alimentation de I'enfant était
posé a la mere. Ce questionnaire reposait sur la méthode du « rappel des 24 heures ». La
composition de chaque plat que la mére avait donné ou fait golté a son enfant la journée
précédente était recensée de maniere a classer chaque ingrédient dans une des 24 catégories
d’aliments définies selon les recommandations de I'Organisation des Nations Unies pour I’Agriculture

et I’Alimentation (FAO) [179]. Un Score de Diversité Alimentaire était déduit de ce classement.
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111-2/ Volet environnemental

La prise en compte de parameétres environnementaux dans I'étude de la survenue des premieres
infections palustres est essentielle. Attribuer un risque d’exposition pour chaque enfant du suivi
permet d’éliminer le biais environnemental de I'analyse des données biologiques. Ainsi, des mesures
géographiques, entomologiques et climatologiques ont été collectées.

Dans la partie géographie, des données GPS des maisons de chacun des enfants du programme ont
été positionnées sur I'image satellite de la zone d’étude (SPOT 5, image datant de mai 2003, Figure
22). L'image satellite a permis de recueillir des caractéristiques géographiques de la zone a fine
échelle tel que I'indice moyen de végétation (Normalized Difference Vegetation Index) sur un rayon
de 100 metres autour de chaque maison de |'étude. Des données complémentaires concernant les
pratiques d’utilisation des moyens de protection contre le paludisme (moustiquaire, insecticide...), la
structure de I’habitat (nature des murs et toitures, nombre d’ouvertures...), I'occupation du sol a
proximité des maisons et la nature des sols ont également été collectées. L’'ensemble de ces données
a été cartographié et comparé a la carte définissant les zones de concentration de la morbidité
palustre. Une corrélation a ainsi été établie entre ces zones et certains facteurs de risque tels que les
toits en tole, la présence d’animaux domestiques dans les lieux de vie, les maisons éloignées des

dispensaires, les zones agricoles ainsi que certains facteurs socio-économiques [180].

Pendant 2 ans, des captures de moustiques ont été réalisées toutes les 6 semaines, pendant 3 nuits
consécutives dans chacun des 9 villages de I'étude. Au sein de chaque village, 4 maisons ont été
sélectionnées par les entomologistes de 'UMR 224 (Maladies infectieuses et vecteurs : écologie,
génétique, évolution et contréle ; IRD/Université de Montpellier 1). Les critéres de sélection de ces
maisons ont pris en compte la proximité des maisons voisines et le fait que la maison ait 2 piéces afin
que la famille ne dorme pas dans la méme piéce que le captureur. Les captures de moustiques sur
« appat » humain étaient réalisées a la fois a I'intérieur et a I'extérieur de la maison de 22 heures a 6
heures du matin. Le lendemain, les moustiques étaient comptés et triés, seuls les anopheéles étaient
conservés. Des tests ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) permettant de détecter la
présence de CSP [20,181], ont permis de déterminer le taux d’inoculation entomologique défini par

le nombre de piqlres infectantes par homme et par nuit.

Les données climatologiques ont été recueillies pendant toute la durée de I'étude. Un pluviométre a
été mis en place dans chaque village. Les relevés pluviométriques étaient effectués 2 fois par jour : le
matin et le soir a heure fixe. Prés des pluviometres, des puces électroniques ont été disposées. Elles

prenaient des mesures horaires de la température et de I’hygrométrie de la zone.
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|\VV/ Elaboration d’outils méthodologiques a partir
des données brutes

1/ SYSTEME D’ INFORMATION GEOGRAPHIQUE

La partie géographique a fait I'objet de la thése de Charlotte Pierrat soutenue en novembre 2010. A
partir des données géographiques, entomologiques et climatologiques, une approche de géographie
de la santé a permis la construction d’'un Systéme d’Information Géographique (SIG) utilisé pour
mettre en relation les zones ou se concentrent les différents facteurs de risque et les cas fébriles de
paludisme (TDR positifs). Les zones de forte concentration de cas fébriles, aussi appelées « hot
spots », ont été définies en prenant en compte les nombres de cas enregistrés dans les maisons de
chacun des enfants du programme. L’outil « Hot Spot Analysis » d’arcGIS (laboratoire ESRI) analyse
par un systeme de fenétre mouvante le nombre de cas survenus dans chaque maison et dans les
maisons alentours et assigne a ces maisons un score z. S’il y a un nombre élevé de cas dans la maison
d’un enfant ainsi que dans les maisons voisines (appartenant aux enfants du programme), cette zone
sera alors définie comme ayant une forte concentration de cas (Figure 22, « hot spot » zone en
rouge). S’il y a peu de cas dans une maison et peu de cas alentour, la zone sera alors définie comme
rassemblant une concentration de peu (ou pas) de cas ou « cold spot » (zone en vert). Enfin, la zone
neutre correspond a un ensemble de maisons pour lesquelles I'analyse n’a pas pu déterminer de

concentration particuliére de cas (zone en jaune) et sa distribution est aléatoire.

Le GiZscore est la valeur de I'écart type associée aux valeurs p d’une distribution normale. Pour un
test significatif a 99% de chances, la valeur de z doit étre supérieure a 2,58 (ou inférieure a -2,58)
(Figure 38 — schéma B). Dans le cas de la Figure 22, la zone en jaune a été définie comme étant
neutre car les valeurs de z sont comprises entre -2,58 et 2,58. Pour les valeurs z inférieures a -2,58, la
concentration est significativement forte mais avec un faible nombre de cas (« cold spot ») et pour
les valeurs supérieures a 2,58, la concentration est significativement forte avec de nombreux cas

(« hot spot ») avec une valeur de p inférieure a 0,01.
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GiZScore
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O -2,422839 - 1,851160
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Figure 22: Carte de la zone d'étude de Tori Bossito et situation des zones de fort ou faible nombre de cas fébriles de
paludisme [180]

Source C. Pierrat

11/ VARIABLE DU RISQUE D’EXPOSITION

Un modéle mathématique de prédiction spatio-temporelle du risque d’exposition entomologique des
enfants a été mis en place par Gilles Cottrell (UMR 216, IRD/UPD), associant les données
entomologiques (densités anophéliennes en tous points de captures a chaque mission) aux variables
climatologiques (pluviométrie, saisons) et géographiques aux niveaux de village et de la maison. Les

variables améliorant significativement la prédiction étaient : le village d’appartenance, la proximité
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d’un cours d’eau, le type de sol, I'indice de végétation normalisé a proximité de la maison. Ce modeéle

a permis d’attribuer une valeur mensuelle de risque d’exposition a chaque enfant.

Ainsi, dans ce programme, les données recueillies ont permis I'étude fine de I'environnement dans
lequel grandissent les enfants : la méthode du SIG a pu préciser les facteurs de risque de développer
un accés palustre a une échelle aussi fine que la maison [180] et le modéle mathématique a, de
maniere complémentaire, réussi a prédire les variations spatio-temporelles de la transmission pour
chaque enfant [20]. Ces 2 approches ont été utilisées dans 2 volets de ce travail de thése et ont
permis de prendre en compte les parametres environnementaux influant potentiellement

I"acquisition de la réponse anticorps de chaque enfant.

111/ MODELE POUR LE TRAITEMENT DES DONNEES ANTICORPS

Les dosages anticorps ont été réalisés par ELISA. Le traitement des données a été réalisé en plusieurs
étapes et par plusieurs personnes. Tout d’abord, les densités optiques (DO) obtenues ont été traitées
avec la macro ADAMSEL FLP b039 congue par Ed Remarque (Biomedical Primate Research Centre,
Rijswijk, Pays Bas), afin de calculer les concentrations d’anticorps pour chaque mesure (traitement

décrit page 60).

Le modele mathématique n’a pas utlisé sur les données de concentrations brutes.

La premiére étape a été de gérer les données manquantes créées lors de la lecture des plaques
ELISA. En effet, pour les DO dont la valeur dépassait 3 ou était en dessous du seuil de détection du
spectrophotometre, les valeurs de concentration était alors annotées « High» et « Low »
respectivement. La gestion de ces données dites «tronquées» a fait I'objet du Master 2
Mathématiques Appliquées - Probabilités Statistiques et Applications de Djénéba Thiam (UMR 8145 -
Mathématiques Appliquées a Paris 5 (MAP5)/UPD) encadrée par Grégory Nuel (UMR 8145 -
MAP5/UPD) et André Garcia (UMR 216 — IRD/UPD). Son travail a permis de conclure que le
remplacement des valeurs hautes et basses des concentrations maximales et minimales relevées
respectivement sur cette méme plaque ne représentait pas la meilleure solution. Djénéba a mis en
place un modeéle linéaire a partir des données existantes (non manquantes), basé sur des covariables
recueillies a la naissance telles que I’dge de la mére, |'utilisation de la moustiquaire, la prise de TPI, la
maternité d’accouchement, la gestité, la prématurité et le sexe de I'’enfant. Ce modéle a ainsi pu
prédire les données tronquées [182]. A partir des données prédites, I'analyse descriptive de

I"acquisition de la réponse anticorps ainsi que I'analyse sur le transfert d’anticorps ont été réalisées.
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La deuxiéme étape a consisté a déduire des concentrations prédites I'effet de I'ensemble des
covariables citées ci-dessus. Cette étape permet, en quelque sorte, de rendre tous les enfants
comparables et les valeurs résiduelles ainsi obtenues ont été analysées dans le modéle
mathématique qui a été mis en place. Le modele mathématique a analysé les données résiduelles en
fonction des variables d’intérét que sont le risque d’exposition (décrit page 50), la nutrition (page
47), les infections (page 62), I'infection placentaire et les concentrations anticorps de la mére (page

62).

Les données anticorps représentent 8 mesures pour chaque enfant (1 mesure de la meére a
I’accouchement et 7 mesures de I'enfant). Le fait que les données de chaque enfant soient répétées
dans le temps implique nécessairement de réaliser un modeéle a effets mixtes (associant effets fixes
et aléatoires) qui puisse prendre en compte le temps. La premiere étape est de réaliser ce modeéle
sur chacun des antigenes étudiés. C'est ce travail que je présenterai dans le cadre de cette thése.
Mais le travail sur ces données ira plus loin. La seconde étape sera de faire en sorte que les données
des 7 antigenes soient analysées de maniere conjointe (et non indépendante), ce qui semble étre
plus proche de la réalité. En effet, on peut tout a fait supposer que la production d’anticorps dirigés
contre un antigene varie en fonction de la production d’anticorps spécifiques des autres antigénes
présents lors d’'une méme infection.

Pour réaliser la premiére étape (analyse indépendante de chaque antigéne), le modele a été concgu

linéairement, en considérant une pente et une constante aléatoires (Figure 23).

A modeéle linéaire: sans effet aléatoire B modele mixte; constante aléatoire c modéle mixte: pente aléatoire
V.4
// //
. . P : 3
P > i
> e
=3
w’// //
> /
| . / —
e
temps temps temps

Figure 23: Graphiques représentant un modéle linéaire avec une pente ou une constante aléatoires [183]

Le choix d’'une pente et d’une constante aléatoires s’explique. Le modéle A de la Figure 23 considére
gue les enfants ont tous la méme concentration d’anticorps au début de leur vie (constante fixe) et la
méme acquisition de réponse anticorps (pente fixe) au cours du temps. Ce modele ne semble pas
tellement satisfaisant car il est tout a fait concevable que les enfants n’aient pas tous le méme taux
d’anticorps en début de vie (constante aléatoire, modéle B de la Figure 23) ou que I’évolution de ce

taux d’anticorps au cours des premiers mois de vie varie en fonction de chacun (pente aléatoire,
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modele C de la Figure 23). Un modeéle qui semble encore mieux expliquer les données est celui qui
accorderait a chaque enfant la possibilité d’avoir sa propre concentration initiale et sa propre
acquisition de réponse anticorps. Mathématiquement, cela se traduit par une droite propre a chaque
enfant, soit, une combinaison des modeles B et C (constante et pente aléatoires). L'utilisation d’un
modeéle avec pente aléatoire seule par rapport au modéle avec pente et constante aléatoires est
testée par I'intermédiaire du BIC (Bayesian Informative Criterion). Il s’agit d’un indice statistique qui
permet de déterminer le meilleur modeéle. Le choix s’est donc porté sur un modele avec pente et

constante aléatoires.

V/ Les acteurs

Le programme sur le paludisme de Tori Bossito était vaste et a nécessité I'implication de nombreux
acteurs :

- Chacun des 3 enquéteurs/infirmiers était responsable d’un des 3 centres de santé de la
zone. Leur roéle était d’inclure les femmes et de réaliser le suivi mensuel des enfants. Ils
étaient secondés par un quatrieme enquéteur/infirmier « volant » ;

- Au sein de chaque centre de santé, nous avons collaboré avec les sages-femmes, les
infirmiers, les aides-soignants et les pharmaciens. Leur réle était d’inclure les femmes a
I"accouchement, de réaliser les consultations et de délivrer les traitements adéquats ; Au
sein de chaque village, 2 relais communautaires (soit 18 au total) ont réalisé les visites
hebdomadaires a domicile et ont secondé les enquéteurs/infirmiers lors des visites
mensuelles et trimestrielles ;

- Au laboratoire de base de Tori Bossito, 3 biologistes réceptionnaient les prélevements,
les traitaient et réalisaient les premiers examens ;

- La double lecture microscopique des lames a été répartie entre 6 lecteurs ;

- Un biologiste a assuré le recueil des données entomologiques en supervisant 90
captureurs de moustiques (10 pour chaque village) et a analysé les échantillons collectés.
Neuf des 90 captureurs de moustiques avaient également pour réle de réaliser
qguotidiennement les relevés pluviométriques ;

- Une équipe réalisant le lien entre le terrain et Cotonou était composée de 3 étudiantes
en doctorat (une épidémiologiste, une géographe et une biologiste), 1 volontaire civil
international, 3 internes en médecine, 1 logisticien, 1 chauffeur, une secrétaire et des

étudiants de Master ou d’école en ingénierie biomédicale;
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- La saisie des données a été assurée par 4 agents de saisie et la double saisie validée par
les internes en médecine. La base de donnée a été congue par Agnes Le Port qui réalisait
sont doctorat en Epidémiologie, et qui a également mis en place toute I'étude sur le
terrain.

Plus de 140 personnes ont travaillé a la réussite de ce projet. J'ai intégré ce programme en tant que
volontaire civil international un mois apres le début des inclusions. Aprés 6 mois, Agnes Le Port est
rentrée en France pour poursuivre son travail de thése. J'ai travaillé pendant une année compléte sur
le terrain avant de m’inscrire en doctorat. Ma premiére année de these fut ma deuxieme année de

7

volontaire pendant laquelle une période de transition fut nécessaire: j'ai légué la partie
terrain/secrétariat a Patrick Pomalegni (logisticien) et Sophie Atiogbe (secrétaire), puis je me suis
concentrée a la réorganisation de la serothéque avec Désiré Bonou (un des lecteurs de lames). Avant
mon retour en France, jai mis en place les dosages immunologiques et formé Aziz Bouraima

(biologiste et entomologiste) qui les a pris en charge.

La mise en place d’outils méthodologiques ayant servi a I'analyse des données biologiques a fait
intervenir plusieurs personnes et plusieurs disciplines. Charlotte Pierrat, étudiante en doctorat de
géographie, a réalisé un SIG qui a été utilisé dans la partie Ill (Antigeénes solubles et tolérance
immunitaire : importance des polymorphismes génétiques des parasites infectants) de ce travail de
theése. Gilles Cottrell a mis en place la variable risque d’exposition qui a été utilisée comme variable
explicative dans I'acquisition de la réponse anticorps. Je n’ai pas participé a la mise en place des ces 2
outils. Djénéba Thiam a réalisé son Master 2 sur la gestion des données tronquées et une partie de sa
thése sur la mise en place du modele mathématique qui a permis I'analyse des données anticorps.
Mon travail a consisté au calcul des concentrations en utilisant la macro ADAMSEL, au nettoyage et
formatage des données (validation des données brutes, mise en forme des fichiers pour I'analyse
mathématique) et a I'analyse descriptive de I'acquisition de la réponse anticorps. Un travail
collaboratif a eu lieu tout au long du Master 2 et de la thése de Djénéba, au cours duquel je lui ai
exposé les données recueillies et les hypothéses biologiques associées, tandis qu’elle m’expliquait la
facon de traduire mathématiquement ces questionnements biologiques. Notre travail commun nous
a permis de nous interroger davantage sur I'acquisition naturelle de la réponse anticorps en nous

penchant notamment sur |'existence d’'une mémoire immunitaire chez le jeune enfant.

Organisation de la suite du mémoire :

Les matériels et méthodes, les résultats et une bréve discussion des conclusions, limites et

perspectives propres a chaque volet de la thése seront développés dans les paragraphes qui leur
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seront dédiés. Les différentes approches seront ensuite discutées de maniere globale dans le

paragraphe DISCUSSION GENERALE.
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Introduction

Dans la littérature, il est décrit qu’il est nécessaire d’étre infecté de nombreuses fois et par des
antigenes variés pour développer une immunité clinique. Il est également décrit que la réponse
anticorps contre les différents antigénes des stades sanguins est variée, n’est pas unanimement
protectrice et ne perdure que peu de temps. L'ensemble de ces observations permet de conclure que
les connaissances sur l'acquisition d’une réponse immunitaire efficace ne sont pas encore
suffisantes. Ce travail porte sur I'’étude simultanée de la réponse anticorps a plusieurs antigénes
parasitaires, de maniére a mieux cerner les mécanismes d’acquisition de la réponse anticorps
naturelle chez le nouveau-né. Les antigenes sélectionnés relevent des stades sanguins asexués
(phase symptomatique du cycle parasitaire), sont polymorphes et immunogénes et ont tous été a
I'origine d’une réponse protectrice : AMA1, MSP1, MSP2 (les 2 familles alléliques 3D7 et FC27), MSP3
et GLURP (les 2 régions RO et R2).

Matériel et méthode

Six cent vingt enfants vivant en zone méso-endémique au sud du Bénin, ont été inclus a la naissance.
Ces enfants ont été régulierement suivis pendant 18 mois et un prélevement de sang veineux a été
collecté trimestriellement. Les dosages ELISA des IgG spécifiques des 7 antigenes ont été réalisés a
partir des protocoles standardisés « Afro Immuno Assay ». Les données ont été analysées par un

modeéle linéaire mixte.

Résultats

Les antigénes les plus prometteurs semblent étre AMA1 et MSP1 pour lesquels une réponse forte est
observée. Les taux d’anticorps spécifiques des 7 antigénes sont générés en réponse a une infection
mais ne sont pas protecteurs contre les infections futures. Les enfants nés de méres porteuses de
parasites placentaires a I'accouchement ont un taux d’anticorps transmis plus faible a la naissance et
semblent avoir une réponse anticorps plus faible pendant la premiere année de vie. L’analyse
multivariée a montré que le taux d’anticorps augmente avec I'age et en présence d’une infection

passée.

Conclusion

La premiére année de vie des enfants nés de meéres infectées a I'accouchement semble étre une
période de tolérance immunitaire. Nous avons pu observer les prémices des processus de maturation
et de mémoire du systéme immunitaire. Les informations recueillies dans cette étude sont

essentielles pour le choix du calendrier de vaccination des tout jeunes enfants.
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I/ Matériel et méthode

I/CHOIX DES PROTEINES RECOMBINANTES

Sept antigénes ont été sélectionnés en leur qualité de candidats vaccins prometteurs. Les protéines

recombinantes correspondantes ont été produites et données par différents collaborateurs.

MSP1,9 a été produite par plusieurs équipes de I'Institut Pasteur de Paris a partir de la souche
Uganda-Palo-Alto et exprimée dans un systéme de cellules d’insectes et baculovirus [184]. PAMSP1-
p19S est soluble et est composée des acides aminés aux positions 1-43 assemblés a ceux des
positions 1615-1723. Ces 2 séquences ont été sélectionnées parce qu’elles sont conservées [185] et
prennent en considération les résidus impliqués dans la conformation de la protéine native (au total

6 ponts disulfures) [74].

MSP2-3D7 et MSP2-FC27 ont été données par des collaborateurs de La Trobe University (Melbourne,

Australia). Les protéines recombinantes ont été produites en entier sans la partie N-terminale
(possédant un signal pour la sécrétion) ni la partie C-terminale (possédant un encrage GPI). Il s’agit
donc des protéines complétes qui possédent en plus une étiquette « hexa-histidine » en C-termninal.
L'étiquette « hexa-histidine » est une succession de 6 histidines servant a la purification et a la
reconnaissance de la protéine étiquetée par un anticorps anti-hexa-histidine. Ces protéines ont été
exprimées dans Escherichia coli. MSP2-3D7 fait actuellement I'objet d’essais vaccinaux en phase | et

I/11, seule ou en combinaison avec MSP1 [26,186].

MSP3 a été produite a partir de la souche F32 et exprimée dans Escherichia coli. La partie C-
terminale, peu polymorphe, a été produite, composée des acides aminés aux positions 212—380. Elle
a initialement été produite sous forme de protéine chimére avec GLURP RO. Le potentiel protecteur
de la protéine hybride a été démontré in vitro par inhibition de la croissance parasitaire (test ADCI)
[187]. L'immunisation de singes Saimiri sciureus avec la protéine MSP3,1,.350 seule a montré que les
anticorps produits pouvaient contrbler la parasitémie lors d’une infection expérimentale par

P. falciparum [109].

GLURP RO et GLURP R2 ont été produites par le Département Infection-Immunité du « Statens Serum

Institute » de Copenhague au Danemark. Les protéines recombinantes ont été produites a partir de
la souche parasitaire F32 et exprimées dans Escherichia coli. GLURP RO est nativement codée par les

acides aminés 24-489 et la région R2 par les acides aminés 816-1091. Les 2 protéines recombinantes
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correspondantes englobent intégralement les régions RO (acides aminés 25-514) et R2 (acides aminés
706-1178). Les sérums de 114 donneurs provenant du Libéria ont permis de mettre en évidence la
réactivité des protéines GLURP RO et GLURP R2 avec 75% et 94% d’échantillons répondeurs,
respectivement. Leur spécificité a également été testée sur 165 échantillons de Danois non immuns

[188].

AMA1 a été produite par le Biomedical Primate Research Centre situé a Rijswijk aux Pays Bas. La
séquence ADN est issue de la souche FVO et la protéine est exprimée dans un systéme de levure
Pichia pastoris. La protéine PfAmH ainsi produite représente I'ectodomaine complet d’AMA1 allant
des acides aminés 25 a 545. Ses propriétés antigéniques et sa conformation ont été validées en
utilisant a la fois des anticorps monoclonaux spécifiques d’AMA1 dont les épitopes sont connus et
des sérums provenant de région endémique. La non-réactivité de la protéine recombinante a

également été testée sur des sérums de donneurs européens non immuns [189].

11/D0OSAGES ELISA

Les dosages ELISA ont été réalisés a partir des protocoles standardisés « Afro Immuno Assay » (AlA)
de I'Organisation Non Gouvernementale « African Malaria Network Trust » (AMANET). L'objectif de
ces protocoles est de pouvoir comparer aisément les résultats obtenus au cours des études réalisées

dans les divers pays endémiques.

Sur chaque plaque ELISA était réalisée une gamme a partir d’lgG polyclonal purifié (Binding Site,
France) afin de pouvoir déduire les concentrations de la DO. A la gamme s’ajoutaient des contréles :
un témoin positif constitué d’un pool d’une vingtaine de plasmas d’africains hyper-immuns et un

témoin négatif constitué d’un pool de plasma d’européens non immuns.

Brievement, 0,1 pg de protéines recombinantes diluées dans du PBS a été déposé au fond des puits
d’une plaque MaxiSorp Nunc (Thermo Fisher Scientific, Danemark) et a été incubé pendant une nuit
a 4°C. Les sites de fixations aspécifiques ont ensuite été bloqués pendant 1 heure a température
ambiante avec une solution de PBS contenant du lait a 3% et 0,1% de Tween 20. Les sérums ont été

dilués dans une solution de PBS contenant du lait a 1% et 0,1% de Tween 20. Pour les échantillons ou

les anticorps maternels prédominaient, les dilutions ont été réalisées au 200°™ pour toutes les

protéines exceptées pour les dosages d’'lgG spécifiques d’AMA1 ou la dilution était au 2000°™. A

partir des échantillons de 6 mois (inclus), les dilutions ont été faites au 100%™ pour les IgG

spécifiques de toutes les protéines et au 500%™ pour les IgG spécifiques d’AMAL. Les sérums ont
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ensuite été incubés pendant 2 heures a température ambiante. Aprés 4 lavages, 100 uL d’anticorps
anti-lgG humain couplé a de la péroxydase (1/3000; Caltag, United of Kingdom) étaient ajoutés
avant une incubation d’une heure a température ambiante. Enfin, la révélation a été faite en moins
de 30 minutes a I'obscurité en ajoutant 100 pL de TMB One (3,3°,5,5 -tetramethylbenzidine ; Mast
Diagnostic, France) puis 100 pL d’acide sulfurique 0,2M ont stoppé la réaction colorée. La lecture a
été faite a 450 nm avec une référence a 620 nm.

Les concentrations d’lIgG totales (non spécifiques) ont été mesurées en paralléle de la réponse
spécifique. La protéine déposée au fond du puits était un anti-IgG humain polyclonal (Sigma Aldrich,
France). La dilution des plasmas (pour les 8 points de mesures de chaque enfant) était au

1 000 000°™, le reste du protocole étant identique a celui décrit ci-dessus.

111/ TRAITEMENT DES DONNEES BRUTES

Comme il a été brievement décrit précédemment, les DO obtenues ont été traitées avec la macro
ADAMSEL FPL b039 (http://www.emvda.bio.ed.ac.uk/software.php) congue par Ed
Remarque (Biomedical Primate Research Centre, Rijswijk, Pays Bas), afin de calculer les
concentrations d’anticorps pour chague mesure. La Figure 24 illustre un des onglets de la macro. Le
premier tableau correspond au plan de dilution et le second, aux données brutes (Figure 24 - A). La
gamme est représentée graphiquement sur la droite, et les valeurs des points de gamme ainsi que les

caractéristiques de la droite de régression sont indiqués sur la gauche (Figure 24 - B).

Cette macro a permis I'analyse automatique et standardisée de toutes les plaques. Pour chaque
plague, les échantillons étaient déposés en duplicat. Pour chaque enfant, 8 mesures étaient
collectées et traitées simultanément. Ainsi, sur une plaque, il a été possible de traiter 5 enfants. Pour
les dosages IgG spécifiques des 7 antigenes et IgG totales, 992 plaques ont été traitées par Aziz

Bouraima. L’analyse avec la macro m’a demandé 2 a 3 mois de travail.
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A
|Dilutions
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

Bl 1 2000 | 2000 2000 @ 2000 = 2000 @ 2000 2000 | 2000 2000 | 2000
B| 2 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000
€ 4 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000
D g 25000 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500
E| 16 25000 500 500 500 500 500 500 500 500 | 500 | 500
F| 32 1 500 500 500 500 500 500 | 500 500 | 500 | 500
G| & 1 500 500  &00 500 500 500 500 500 500 | 500
H| 128 500 | 500 500 500 500 500 | 500 500 | 500 | 500

File Open amal_plague 260 267.csv

1 2 3 4 5 6 i 8 i) 10 1 12 0D Values
A 2648 | 0.043 | 1.939 | 1.921 | 2.034 | 2.084 | 1.803 | 1.912 | 1.721 | 1.395 | 0.326 | 0.395
B 2347 | 1658 | 1.577 | 1.620 | 2.022 | 1.98% | 1.727 | 1.796 | 1.395 | 1.242 | 0.397 | 0.430 Open
1 2097 | 1699 | 0045 | 0044 | 0836 | 0805 | 0583 | 0.582 @ 0051 | 0.059 | 0.053 | 0058
D 1643 | 0346 0979 | 1096 | 0.062 | 0.055 0.345 0385 0216 | 0188 | 009 | 0.093
E| 1098 | 0350 0099 0086 0065 0055 0100 0110 0.086 0085 0081 0077 Clear
F| 0719 | 0047 0051 0054 0052 0050 0.062 0085 0.065 0065 0085 0054
G| 0411 0042 0058 0057 0051 0044 0050 0056 0072 0072 0062 0047 Nambe
H| 0230 0040 0042 0041 0048 0047 0048 0052 0058 0050 0044 0041
B
File Open amal_plague_260_267.csv
Operator  cd _ 3.000 =
Conc 0d1 0d2 0D Avg Od Pred.
32000 2643 ] 2648 2650
16.000 0O O
8.000 2087 O 2097 209 :
4000 16843 [ O 1643 1630 25001
2000 1098 (] 1098 1128 Y
1.000 0719 L1 0719 0701
0.500 0.411 (] 0411 0408
0250 0230 W O 0230 0235 2000 4
0.125 O a
0.063 O O
0.031 O 1]
0.016 O O 1500 4
ression Controls
R square 0.999629
MeanSq * 1k 020480 Fit Curve |
Max0d 259208 1.0004
Scale 0.96778 Initialise Data |
Xmid 320762
Blank 0.0445 Add Comment I
Blank CV 5618%
Blanks Legend o800
0.047 0042
* Od1
s (Od2
— Od Pred. 0.000 {
0.01 01 1 10 100
—
Regression Report
Iter.  Max Od Scale  Xmid mean
1 28833 096142 3.17582 0.210476196256
2 28833 096142 317582 0210476196256
3 28914 096679 320248 0205018482170
4 23914 096746 320471 0204823733288
5 28919 096763 320694 0.204800994369
6 28921 09678 3.20778 0.204797996375
T 28921 096778 3.2076 0.204797855816
8 238921 096778 320762 0.204797847972
9 28921 096778 320762 0204797847549
3 1 10 28921 0 96778 3 20762 0 204797847515
C+ M| Control ~ RawDats | Regression . Resuks - Resulsd - Settimgs . Format 70 [ m ]

Figure 24 : Traitement des densités optiques réalisé a partir de la macro ADAMSEL FLP b039
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IV/L’ANALYSE DES DONNEES

IV-1/ Analyse descriptive
Les données anticorps des enfants ont dans un premier temps été analysées de maniere descriptive.
Pour ce faire, les données brutes ont été utilisées. Lorsque les valeurs étaient tronquées (valeurs de
DO supérieures au seuil haut ou inférieures au seuil bas de détection du spectrophotometre), des
données prédites les ont remplacées (plus de détails page 51). Ces analyses ont été réalisées avec le

logiciel Stata XI.

IV-2/ Le transfert d’anticorps
L'analyse du transfert d’anticorps a été réalisée a partir des mémes données que pour 'analyse
descriptive. Une régression linéaire multivariée a été appliquée apres s’étre assuré des covariables a
prendre en compte dans le modele. Les covariables testées sont celles décrites par Okoko et al., a
savoir le taux d’anticorps de la mére a I'accouchement, I'infection placentaire, la gestité, I'age et le
poids de la meére [155]. Les logarithmes des concentrations d’anticorps (pour la mére et pour le
nouveau-né) ont été utilisés (distribution normale vérifiée visuellement par un histogramme). Pour
représenter le transfert d’anticorps, un rapport de la concentration d’anticorps du nouveau-né sur la
concentration d’anticorps maternels est établi (le logarithme de ce rapport est utilisé dans le

modéle).

IV-3/ Analyses univariée et multivariée de I’acquisition de la réponse anticorps
L’analyse statistique des données anticorps s’est ensuite déroulée en deux temps. Dans un premier
temps, une analyse univariée a été faite pour rechercher les covariables (voir ci-dessous)
significativement associées a I'évolution du taux d’anticorps dans un modele de régression mixte
univarié. Les variables associées a un seuil de 0,15 ont été intégrées dans I'analyse multivariée. Les
variables explicatives utilisées a ce stade sont le risque d’exposition (décrit page 50), les apports
nutritionnels (page 47), I'infection placentaire, les concentrations anticorps de la mére dans le sang
circulant lors de I'accouchement (Ci), dans le sang de cordon (CO) et le niveau d’Ac dans le sang
circulant du jeune enfant a 3 mois (M3), décrites ci-apres) et I'infection (décrite ci-apres). La prise en
compte de I'effet de I'age a ensuite été effectuée a I'aide d’un polynéme de degré variable selon la

réponse anticorps. Le choix du meilleur modele a été fait a I'aide du BIC.

Les valeurs résiduelles des mesures anticorps obtenues a partir du sang périphérique maternel (Ci),
du sang de cordon (CO) et du sang périphérique de I'enfant a 3 mois (M3) (prélevement pour lequel

les anticorps maternels sont encore nettement représentés) ont donc été considérées comme
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variables explicatives a ce stade de I'analyse. En effet, il est concevable qu’un enfant ayant recu et/ou

conservant un fort taux d’anticorps maternels soit davantage protégé contre les infections palustres.

Dans la réponse anticorps, il semble essentiel de pouvoir distinguer I'effet d’une infection présente
de I'effet d’une infection passée sur les anticorps nouvellement synthétisés. L'infection « présente »
se définit comme une infection qui s’est produite dans le trimestre s’achevant par le dosage
d’anticorps (ou trimestre en cours). L'infection « passée » est définie comme une infection qui s’est
produite avant le trimestre précédent le dosage considéré (entre 6 a 3 mois avant le dosage
anticorps). Pour ce faire, 2 variables ont été créées. L'une permet de prendre en considération les
infections du trimestre en cours (par exemple entre 12 et 15 mois) et de les associer aux taux
d’anticorps présents (a 15 mois). Cette variable a été concue pour tous types d’infections, qu’elles
soient symptomatiques ou asymptomatiques. La seconde variable permet de prendre en compte les
infections passées (avant 12 mois, dans notre exemple) et de les associer aux taux d’anticorps
présents (a 15 mois). Cette seconde variable a été source de questionnement. En effet, dans quelle
fourchette de temps peut-on considérer que les infections passées ont un effet sur la réponse
anticorps ? Cette variable a donc été congue en « fenétre mouvante » prenant en considération les
infections des 6, 9, 12 ou 18 derniers mois. Les 4 modeles ont été testés et le modele le plus
statistiguement satisfaisant a été retenu. De plus, il est tout a fait concevable que la réponse a une
infection varie avec I'age. Par conséquent, I'effet de ces deux variables a également été recherché en
fonction du temps. Un modele linéaire mixte multivarié a donc été mis en place pour faire cette
analyse fine de la réponse anticorps. Dans certains cas, des enfants ont été infectés a plusieurs
reprises durant le trimestre (jusqu’a 4 infections). La prise en compte de ces cas a été réalisée en
créant une variable dichotomique qui a été codée en « absence d’infection » versus « présence d’au
moins une infection durant le trimestre ». Dans la suite du document I'effet de la morbidité palustre
sur I'évolution du taux d’anticorps sera étudié grace a cette variable dichotomique. La prise en
compte du nombre d’infections ne change pas les résultats des effets de la morbidité sur I'évolution

de l'acquisition de la réponse anticorps (résultats non montrés).
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ll/Résultats : acquisition de la réponse anticorps

1/ ANALYSE DESCRIPTIVE

Les enfants inclus a la naissance sont au nombre de 656 (Figure 20). Parmi ces enfants, 53 sont des
jumeaux (et triplés), 10 sont mort-nés et 31 sont perdus de vue ou décédés au cours du suivi,
majoritairement dans leurs premiers mois de vie, et pour lesquels aucun dosage anticorps n’est
associé. Sur les 562 enfants, 14 n’avaient pas de covariables associées aux dosages anticorps. Enfin
pour générer les résidus de chaque individu, aucune des covariables entrant dans le modele ne doit
avoir de valeurs manquantes, or 29 individus n’ont pas un jeu de données complet (2 pour le TPI, 25
pour I'dge gestationnel et 2 pour I’dge de la meére).

En conséquence, I'analyse repose sur 519 enfants, qui se partagent en 240 (46,24%) enfants n’ayant
« jamais » été infectés et 279 (53,76%) ayant été infectés au moins une fois au cours du suivi. Bien

entendu, méme si ce suivi était régulier et rigoureux, il est probable que certaines infections n’aient

pas été détectées.

Moyenne de concentration (pug/mL)

o -

Ci 0 3 12 15 18
Visites (mois)
—— ANA1 —— MSP1
—— NSP2 3D7 MSP2 FC27
——— MSP3 ——— GLURP RO
GLURP R2 Ci: sang circulant maternel

Figure 25 : Moyenne générale des concentrations d’anticorps spécifiques des sept antigénes en fonction du temps

Il a été mis en évidence que le nombre d’enfants infectés augmentait avec I’age. Ainsi, 23 enfants ont
été infectés au moins une fois avant leur 3 mois contre 137 enfants infectés a 18 mois. Entre 12 et 15
mois, le nombre d’enfants infectés est multiplié par 2, passant de 67 a 110 enfants (Figure 28). Ainsi,
s’illustre sans doute la diminution du taux d’anticorps maternels dans le sang périphérique des

enfants et la protection qu’ils conféraient. Une autre explication possible serait que les enfants plus
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agés dormiraient moins sous moustiquaire que lorsqu’ils sont trés jeunes, et seraient davantage

exposés aux piqdres infectantes.

La Figure 25 présente de maniere générale, la moyenne du taux d’anticorps spécifiques de chaque
antigéne, tout au long du suivi. Dans cette figure, il semble que les anticorps maternels persistent
jusqu’a 6 mois de vie pour la majeure partie des antigenes, laissant lentement place aux anticorps
néo-synthétisés de I’enfant. Pour les anticorps anti-AMA1, dont la concentration initiale est
nettement plus importante que celles des 6 autres antigénes, la courbe remonte a partir de 12 mois.
A 18 mois, les antigénes dont les réponses anticorps ressortent de maniere prépondérante sont
MSP1, AMA1, puis MSP2. GLURP R2 donne une réponse intermédiaire alors que GLURP RO et MSP3
n‘induisent pas de réponse anticorps importante. Cet ordre « d’arrivée » peut suggérer I'importance

de la réponse anticorps spécifique de ces antigenes.

Il serait intéressant de voir comment la réponse anticorps spécifique du paludisme évolue chez les
enfants n’ayant jamais été infectés au cours de ce suivi en comparaison de celle des enfants I'ayant
été au moins une fois. Une des problématiques de ce travail était de savoir si I'acquisition de la
réponse anticorps spécifique du paludisme est différente entre les enfants nés d’une mere
impaludée a I'accouchement et ceux nés d’'une mere non impaludée. La Figure 26 représente la
moyenne générale des IgG totales et des anticorps spécifiques d’AMA1, de MSP1 et de MSP2-3D7,

selon I'infection placentaire et I'infection au cours du suivi.

Les mesures de concentrations d’IgG totales chez les meres et leurs enfants n‘ont révélé aucune
anomalie particuliere. Les enfants ayant un taux d’lIgG totales non spécifiques en dessous de la
moyenne (variant de 2,3 g.L™ 4 3,5 g.L ! selon I’4ge) ne sont pas particulierement sujets aux infections
palustres. Dans la Figure 26, on constate une chute du taux moyen d’anticorps a 3 mois plus forte
pour les enfants issus de meres infectées par P. falciparum a I'accouchement. Apres 3 mois, le taux
moyen d’anticorps remonte jusqu’a 12 mois puis semble se stabiliser. Entre 3 et 12 mois, le taux
moyen d’anticorps des enfants nés de meres porteuses de parasites placentaires reste plus faible,
ceci étant probablement d{ au fait que leur taux d’anticorps a 3 mois était trés bas. Apres 12 mois,

les 4 courbes ne se distinguent plus vraiment.

Dans la Figure 26, la période entre 3 et 12 mois correspond au moment ou les anticorps de I'enfant
prennent le relais des anticorps maternels. Pendant cette période, les courbes des concentrations

d’anticorps appartenant aux enfants infectés au moins une fois commencent a se séparer de celles
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des enfants n’ayant pas été infectés pendant tout le suivi. Cette distinction s’accentue jusqu’a la fin
du suivi. Ce profil est le méme pour les différents antigénes étudiés (y compris pour ceux dont les
graphiques ne sont pas montrés). AMAL est le seul antigene pour lequel on ne constate pas de
différence avant 12 mois, mais cette différence de réponse s’intensifie a la fin du suivi. Ceci suggere,
comme il était attendu, que les enfants infectés produisent plus d’anticorps. Ceci semble également
confirmer que les enfants ayant le statut « jamais infecté » I'ont sans doute été, mais le suivi mis en
place n’a pas détecté ces infections. Enfin, concernant le taux d’anticorps spécifiques d’AMA1L, le
profil obtenu est similaire aux autres antigénes mais décalé dans le temps, probablement a cause de
sa forte concentration initiale (dans le sang périphérique maternel).

Pour les différents antigénes présentés, on constate qu’a partir de 9 a 12 mois les anticorps des
enfants nés de meres infectées a I'accouchement présentant eux-mémes des infections (courbe
verte) ou non (courbe orange) sont en concentration moindre que les anticorps des autres enfants
(courbes bleus et rouge). Ce profil semble étayer I'hypothése de tolérance immunitaire : des que les
anticorps maternels s’épuisent, les enfants nés d'une mere infectée par P. falciparum a
I’'accouchement développeraient une réponse anticorps plus faible. Des profils similaires sont
représentés dans les graphiques des concentrations d’anticorps anti-MSP1 et anti-MSP2-3D7 mais de
maniére plus précoce. En effet, on constate que pour ces deux antigénes, c’est entre 6 et 9 mois que
les concentrations d’anticorps des enfants nés de meres porteuses de parasites placentaires a

I'accouchement sont plus faibles. Apres 9 mois, les tendances s’inversent.

Pour I'ensemble des 3 antigenes montrés dans la Figure 26, a 18 mois, les effets potentiels de la
tolérance immunitaire ne sont plus visibles : les courbes des enfants nés de meres impaludées
(enfants infectés au moins une fois ou jamais au cours du suivi) se rejoignent. Il en est de méme pour
les enfants nés de meres non infectées par P. falciparum a I'accouchement. Ces observations
mettent en évidence que la période de tolérance immunitaire se situerait entre 6 et 12 mois au
moment de la transition entre les anticorps maternels et ceux du nouveau-né et que ce moment
dépend de la concentration initiale d’anticorps maternels transmis. Les graphiques de la Figure 26
sont représentatifs des différents profils de réponses observés pour les autres antigenes, sauf pour
GLURP RO ou la réponse est tres faible et dans ce cas, les profils des 4 courbes ne sont pas différents

les uns des autres.

Concernant I'acquisition de la réponse anticorps en elle méme, on peut se demander si son évolution
varie en fonction du moment ou I'enfant est infecté pour la premiére fois. Est-ce qu’un enfant infecté

pour la premiere fois a 15 mois aura une évolution de réponse similaire a celle d’'un enfant infecté
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pour la premiere fois a 3 mois ? Ou est-ce que, méme sans infection palustre, la réponse d’un enfant
infecté pour la premiere fois a 15 mois induira une production d’anticorps plus importante ? Enfin,

quelle est la part de la protection maternelle dans ces observations ?
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Figure 26 : Moyenne globale des 1gG totales ou spécifiques d’antigénes parasitaire en fonction de I'infection placentaire

et de I'infection au cours du suivi

IP : Infection Placentaire, Ci : sang circulant maternel a I'accouchement, fond rosé : période de transition entre les anticorps
maternels et les anticorps de I'enfant

La Figure 27 représente I'évolution de la réponse anticorps en fonction du moment de la premiere
infection. Par graphique, seuls sont représentés les enfants pour lesquels l'infection a eu lieu
pendant le trimestre en cours et I'évolution de leurs réponses anticorps. Ainsi, parmi les 279 enfants
infectés au mois une fois, 25 ont eu une infection pour laquelle aucun prélevement n’est associé. Il
reste donc 254 enfants répartis au sein des différents trimestres en fonction de la survenue de leur
premiére infection palustre.

Les infections qui ont lieu avant 6 mois d’age n’induisent pas particulierement de réponse anticorps
lors de la visite suivant l'infection. Les anticorps maternels sont encore présents, protegent les
enfants et ces infections n’induisent pas une production d’anticorps néo-synthétisés supérieure a la
concentration d’anticorps maternels. Entre 6 et 9 mois, une augmentation de la concentration

Iy

d’anticorps suite a linfection est notable, notamment pour MSP1. Suite a cette infection, la
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concentration d’anticorps reste plus élevée que pour les enfants dont la premiere infection était
avant 3 mois. Les premieres infections survenant aprés 9 mois sont marquées par une augmentation
encore plus nette de la concentration d’anticorps. La réponse anticorps contre |'antigene AMA1

n’apparait qu’aprés 12 mois, conformément aux conclusions tirées précédemment (la majeure partie

Résultats

des anticorps maternels spécifiques d’AMA1 ne sont plus présents aprés 12 mois).

Ces observations suggérent que la réponse anticorps des tout jeunes enfants augmente en fonction
de I'dge auquel la premiere infection survient, tout comme le nombre d’infections augmente avec

I'age de I'enfant. Par conséquent, une analyse plus poussée qui permettrait de distinguer I'effet

cumulé des infections et I'effet de I’age sur la hausse du taux d’anticorps est nécessaire.
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Une derniére question serait de savoir si les anticorps produits suite a une infection sont protecteurs
ou non pour les infections futures. Afin de proposer des arguments pour répondre a cette question,
la réponse anticorps a été associée de maniere prospective et rétrospective au nombre d’infections
trimestrielles.

Dans la Figure 28, le taux d’anticorps des enfants ayant eu une infection dans le trimestre en cours
(barres orange) est associé au nombre moyen d’infections (étiquettes au dessus des barres (effectif))
survenues dans le trimestre suivant (prospectif) ou le trimestre passé (rétrospectif). Par exemple,
pour le graphique de MSP2-3D7, la valeur moyenne d’infections survenues entre 6 et 9 mois (0,653)
est associée aux taux d’anticorps a 9 mois dans le cas rétrospectif. Pour le cas prospectif, c’est la
valeur moyenne du nombre d’infections survenues dans le trimestre 9 a 12 mois (0,785) qui est
associée au taux d’anticorps a 9 mois. Une comparaison avec les concentrations d’anticorps et les
moyennes d’infections (passées ou futures) des enfants n’ayant pas fait d’infection dans le trimestre

en cours est faite (barres bleues).

Pour les 3 antigenes (les profils sont similaires pour les 4 autres antigenes), la valeur moyenne du
nombre d’infections passées est plus importante pour les enfants ayant un taux d’anticorps élevé.
Ceci suggere que les enfants ayant eu une infection dans le trimestre passé produisent en
conséquence un taux élevé d’anticorps (par rapport aux enfants n’ayant pas eu d’infection au cours
du trimestre passé). Dans le cas prospectif, le nombre d’infections futures est plus élevé pour les
enfants ayant un taux élevé d’anticorps. Ceci suggére que nous n’avons pas été en mesure de mettre
en évidence un role protecteur des taux d’anticorps contre les infections survenant dans le trimestre
suivant, sur la période 3 a 18 mois. Ces résultats semblent donc montrer que jusqu’a 18 mois, les
enfants sont réactifs (d’'un point de vue production d’anticorps spécifiques) a une infection mais que

les anticorps produits ne les protegent pas des futures infections.
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Figure 28 : Influence prospective et rétrospective de I'infection palustre sur le taux d’anticorps

vs : versus; Inf. trim. : enfants ayant eu une infection dans le trimestre en cours; Pas d’inf. : enfants n’ayant pas eu
d’infection dans le trimestre en cours; chiffres au dessus des barres : (n) : nombre d’enfants ayant permis le calcul des
concentrations moyennes d’anticorps, nombre moyen d’infections survenues dans le trimestre passé (rétrospectif) ou futur
(prospectif). L’effectif par trimestre n’atteint jamais les 519 enfants a cause du nombre variable de prélévements manqués.
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11/ LE TRANSFERT D’ANTICORPS
Apposition placentaire

Caractéristiques Effectif (%) négative (%) positive (%) p
Population des meéres étudiées
Age de la mére (années)
<28 256 (47,8) 223(87,1) 33 (12,9) 0,045
>28 279 (52,2) 258(92,5) 21 (7,5)
Parité
primigravide 82(15,3) 67(81,7) 15 (18,3) 0,015
multigravide 453 (84,7) 414 (91,4) 39 (8,6)
Hypergammaglobulinémie
<16g.L?! 366 (68,4) 329(89,9) 37(10,1) 1
>16g.L"! 169 (31,6) 152(89,9)  17(10,1)
Population des enfants étudiés
Genre
Gargon 270 (50,5)
Fille 265 (49,5)
Age gestationnel (semaines)
<37 56 (10,5) 49 (87,5) 7 (12,5) 0,45
>37 479 (89,5) 432(90,2) 47 (9,8)
Poids de naissance (grammes)
<2500 48 (9,0) 40 (83,3) 8(16,7) 0,129
>2500 487 (91,0) 441(90,6) 46 (9,4)

Test exact de Fisher

Tableau 5 : Caractéristiques des populations des meéres et des enfants étudiées
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Pour rappel, un des objectifs de ce travail de thése était de s’assurer que le transfert d’anticorps

spécifiques du paludisme n’est pas altéré en présence d’infection placentaire.

Une description précise de la cohorte a été publiée par Le Port et al., [190,191]. Les analyses faites
sur le transfert d’anticorps concernent 535 couples meére/enfant, en ajoutant aux 519 méres/enfants
(définis page 64) 16 autres couples pour lesquels seuls les dosages d’anticorps a la naissance étaient
disponibles. Une bréve description de cette population d’étude est synthétisée dans le Tableau 5. La
moyenne d’age des femmes se situe aux alentours de 28 ans. Les femmes les plus jeunes et les
primigestes ont davantage d’infection palustre placentaire (basée sur I'examen microscopique de
I'apposition placentaire). L’infection placentaire n’a pas d’effet sur I’hypergammaglobulinémie

maternelle, tout comme I'age gestationnel et le poids de naissance de I'enfant.

Le rapport entre le taux d’anticorps du nouveau-né et le taux d’anticorps maternels représente le
transfert d’anticorps. Si ce ratio augmente, le transfert d’anticorps augmente, impliquant que le taux
d’anticorps chez le nouveau-né augmente et/ou que le taux d’anticorps maternels diminue. L’analyse
univariée comparant I'age de la mere, son poids, sa gestité ou son taux d’lgG totales au ratio des
anticorps du nouveau-né et de la mere n’a pas révélé de différences significatives pour la majeure
partie des antigenes (excepté le taux d’'IgG totales maternelles pour I'analyse du transfert anticorps
anti-AMA1). Seuls étaient significatifs le taux d’anticorps maternels spécifiques d’antigenes,
I’apposition placentaire et I'hypergammaglobulinémie (et le taux d’IgG totales maternelles pour

I’analyse d’AMA1). Ces trois variables ont été incluses dans I’analyse multivariée.

Le Tableau 6 montre le transfert d’anticorps de la mére a I'’enfant pour chaque antigéne. Les valeurs
moyennes de ratios positives (MSP2-3D7 et MSP2-FC27) définissent un taux d’anticorps du nouveau-
né supérieur a celui de la mére. Comme attendu, en cas d’infection placentaire les taux d’anticorps
présents a la fois dans le sang circulant maternel et dans le sang de cordon augmentent. Cependant,
pour tous les antigénes hors-mis MSP2, le transfert d’anticorps diminue significativement en
présence d’infection placentaire. L’hypergammaglobulinémie a été prise en compte dans ces
analyses et n’est pas associée a la réduction du transfert d’anticorps pour la majeure partie des
antigenes. Dans le cas de I'antigene GLURP R2, I'effet de I’hypergammaglobulinémie et celui de

I'infection placentaire sont associés a la diminution du transfert d’anticorps.
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g Absence Présence
IgG spécifiques Moyenne , . ’: .
o d'infection d’infection p value
des antigenes  des log [IgG] . .
placentaire placentaire

IgG CO/IgG Ci -0,272 -0,632 0,0001
MSP1 IgG Ci 3,390 3,942

IgG CO 3,110 3,309

IgG CO/IgG Ci -0,120 -0,296 0,031
AMA1 IgG Ci 6,353 6,799

lgG CO 6,244 6,503

IgG CO/IgG Ci 0,586 0,806 0,099
MSP2-3D7 IgG Ci 4,442 4,870

IgG CO 3,856 4,064

IgG CO/IgG Ci 0,630 0,794 0,141
MSP2-FC27 IgG Ci 3,912 4,187

lgG CO 4,542 4,981

IgG CO/IgG Ci -0,402 -0,647 0,007
MSP3 IgG Ci 2,096 2,639

IgG CO 1,701 1,992

IgG CO/IgG Ci -0,496 -0,762 0,002
GLURP RO IgG Ci 1,703 2,003

lgG CO 1,212 1,241

IgG CO/IgG Ci -0,566 -0,878 0,001*
GLURP R2 IgG Ci 3,610 4,000

IgG CO 3,066 3,123

Tableau 6 : Moyenne des ratios représentant le transfert d’anticorps spécifiques du paludisme

Log : logarithme ; [IgG] : concentration d’lgG ; CO : taux d’anticorps du sang de cordon ; Ci : taux d’anticorps du
sang maternel ; *hypergammaglobulinémie p= 0,001.

En conclusion, en cas d’infection placentaire, le transfert d’anticorps est diminué de la mére a
I’enfant, sauf pour les anticorps spécifiques de MSP2 pour lesquels aucune différence n’a été mise en
évidence. On peut se demander pourquoi seul I'antigéne MSP2 n’est pas retrouvé significatif dans
cette analyse. Les mécanismes concernant le transfert d’anticorps sont encore mal connus, mais
cependant, il a déja été observé que selon la spécificité de I'anticorps le transfert pouvait différer

[152-155]. Le transfert d’anticorps fait intervenir des récepteurs FCRN qui fixent la partie Fc des IgG.
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Une des hypothéses pourrait étre que la liaison des 1gG spécifiques de MSP2 serait facilitée. Il a
également été décrit que les IgG pouvaient étre transportées dans les endosomes des
syncytiotrophoblastes sous forme de complexe avec I'antigene et que ces endosomes sont a pH
acide. Il est donc envisageable que certain complexes immuns supportent mieux l'acidité des
endosomes que d’autres [192-194].

Des études plus approfondies concernant les mécanismes fondamentaux du transfert d’anticorps

sont nécessaires pour mieux comprendre ce résultat.

111/ ANALYSE UNIVARIEE ET MULTIVARIEE DE L’ACQUISITION DE LA REPONSE

ANTICORPS

La variable « effet de I'infection passée » définie par des fenétres opérant sur 6, 9, 12 et 18 mois a
été testée pour chaque antigéne, afin de déterminer la période modélisant le mieux les données. On
constate que toutes les fenétres temporelles ont un effet significatif sur le taux d’anticorps
spécifiques, et ce pour la majeure partie des antigénes. En d’autres termes, méme une infection
datant de 18 mois maintiendra son effet en augmentant la réponse anticorps spécifique de I'enfant.
Cependant, le choix s’est arrété sur la fenétre « 6 mois » pour 2 raisons. Premiérement, cette
variable a un effet plus fort (meilleur coefficient) sur la réponse anticorps que les autres et
deuxiemement, elle modélise mieux les données (ceci étant testé statistiquement avec le BIC). Cet

effet n’est pas retrouvé statistiquement significatif pour MSP3 (données non montrées).

Dans I'analyse univariée, les covariables listées dans le Tableau 7 ont été testées. Seules les variables

significatives seront par la suite intégrées dans le modéle multivarié.
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IgG anti-
MSP2- MSP2-

N AMA1l MSP1 3D7 FC27 MSP3 GLURP RO GLURP R2
Covariables
Infection placentaire NS NS NS NS NS NS NS
Taux d'anticorps NS NS NS NS NS NS NS
maternels (résidus)
Taux d'anticorps du 0,025* 0,015%*
sang de cordon NS NS NS NS NS

. . 0,077 0,091

(résidus)

o R 0,0001* 0,0001* 0,004* 0,0001* 0,0001*
Taux d'anticorps a 3 NS NS
mois (résidus) 0,451 0,171 0,277 0,185 0,015
Risque 0,01t 0,028* 0,007*
environnemental NS NS NS NS

. . 0,009 0,006 0,009
trimestriel
Nutrition trimestriel NS NS NS NS NS NS NS
0,0001* 0,001%* 0,008* 0,0001%* 0,0001t 0,0001*
Infection en cours 011
0,126 0,13 0,076 0,069 0,091 0,119

. _ 0,0001* 0,01* 0,027* 0,001* 0,001t 0,0001*
Infection fébrile en 0,371
cours 0,136 0,11 0,071 0,072 0,077 0,129

. .. 0,0001* 0,001%* 0,034* 0,007%* 0,001+ 0,001*
Infection non fébrile 0,077
en cours 0,144 0,181 0,085 0,085 0,092 0,121

Tableau 7 : Analyse univariée de I'effet des covariables sur le taux d’anticorps spécifiques d’antigenes

Les valeurs chiffrées sont les p value (au dessus) et les coefficients (au dessous) obtenues pour chaque test ; NS:
non significatif; * reste significatif en analyse multivariée; T devient non significative en analyse multivariée.

Il en ressort que les enfants nés de meres porteuses de parasites placentaires a 'accouchement ont

un taux d’anticorps similaire a celui des enfants nés de meres non infectées.

Les taux d’anticorps maternels et dans le sang de cordon ne sont pas associés a la réponse anticorps

de I'enfant. Ceci suggére que quelque soit le taux d’anticorps transmis de la mére a I'enfant, la

réponse anticorps de I’enfant ne varie pas, excepté pour I'antigéne MSP3 (dont la réponse anticorps

spécifique augmente). En revanche, le taux d’anticorps a 3 mois (majoritairement des anticorps

maternels) augmente la réponse anticorps de I'enfant. Ceci est assez inattendu au vu des résultats a

la naissance. Cependant, cette variable doit étre interprétée avec prudence, car le nombre de
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prélevements manquants a 3 mois est important (di aux difficultés de prélever de tres jeunes
enfants) et le nombre de données n’est pas le méme qu’avec les taux d’anticorps maternels ou dans

le sang de cordon.

Le risque environnemental et I'indice de nutrition n’ont pas d’influence sur le taux d’anticorps. Pour
MSP2-3D7 et AMA1, le risque environnemental intervient dans I'analyse univariée mais son effet
disparait dans I'analyse multivariée. Ceci indique que I'effet observé en univarié est expliqué par les
autres variables (incluses dans le test multivarié). Seul I'effet sur la réponse anticorps spécifique de
MSP2-FC27 reste significatif.

Enfin, toutes les variables « infection» sont significatives, montrant que le taux d’anticorps augmente

avec 'infection en cours (sans distinction de présence ou non de symptomatologie associée).

L'analyse multivariée est synthétisée dans le Tableau 8. Aucune variable mesurée n’est
significativement associée aux réponses spécifiques de MSP3 et de GLURP RO (y compris la variable
« effet de I'infection passée »). Ceci pourrait s’expliquer par le fait que le taux d’anticorps anti-MSP3
est trés bas (Figure 25 et Figure 27). En effet, les valeurs de ces anticorps varient entre 0,02 et 48
pg.mL* aprés 3 mois et la moyenne est de 0,77 pg.mL™. Seule I'analyse univariée nous apprend que
le taux d’anticorps augmente lorsqu’une infection survient. Les valeurs de concentrations d’anticorps
spécifiques de GLURP RO sont situées dans la méme fourchette que celle des anticorps anti-MSP3.

Ainsi, il est difficile de conclure sur les résultats obtenus avec ces 2 antigénes.

Par contre, le Tableau 8 permet de conclure sur les autres antigenes. De maniére globale, le taux
d’anticorps spécifiques augmente lors d’une infection en cours (effet « direct ») et I'effet d’une
infection datant de 6 mois reste significatif et se maintient au moins jusqu’a 18 mois (effet
« cumulé »). De plus, il existe une interaction significative entre I'dge de I'enfant et ces effets
(infection récente et infection passée). Ces interactions signifient que plus l'infection survient
« tard » plus son effet direct et cumulé sur la production d’anticorps spécifiques est fort. Les résultats
montrent également que les infections symptomatiques ou asymptomatiques sont génératrices
d’une réponse anticorps similaire. Enfin, les antigenes qui ressortent de maniére prépondérante de
cette analyse sont AMA1, MSP1 et GLURP R2 pour lesquels la réponse anticorps semble fortement

augmentée avec l'infection en cours, I'infection passée et I'age.
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IgG anti-
Variables d'intérét et
MSP2- MSP2- GLURP GLURP

interactions
Questions AMA1 MSP1 3D7 FC27 MSP3 RO R2
Est-ce que l'infection en cours joue un réle sur le 0,0001 0,006 0,026 0,0001 0,0001

. Infection en cours NS NS

taux d'anticorps? 0,216 0,106 0,065 0,128 0,097
Est-ce que l'infection datant de 6 mois joue un réle 0,003 0,0001 0,017 0,045 0,0001

Infection datant de 6 mois NS NS
sur le taux d'anticorps? 0,123 0,157 0,079 0,077 0,133
Est-ce que le fait d'avoir eu une infection passée va Interaction entre l'infection
o ) ) en cours et l'infection NS 0,09 NS NS NS NS NS
induire l'infection présente? .

datant de 6 mois
Est-ce que I'effet d'une infection passée sur le taux Interaction entre I'dge et 0,0001 0,002 0,027 0,0001

0,06
d'anticorps évolue avec |'age? l'infection datant de 6 mois 5 51 0.33 0018 0.029
Est-ce que l'effet d'une infection en cours sur le Interaction entre l'age et 0,0001 0,005 0,001 0,047 0,0001
taux d'anticorps évolue avec I'age? I'infection en cours 0,064 0,024 0,02 0,018 0,021
Est-ce que l'infection datant de 6 mois joue encore 0,002 0,004 0,014 0,016 0,0001
un role sur le taux d'anticorps en paralléle de I'effet Infection datant de 6 mois
0,129 0,16 0,082 0,097 0,134

combiné de I'age et de l'infection en cours?

Tableau 8 : Analyse multivariée de I’effet des variables d’intérét et de leurs interactions sur le taux d’anticorps spécifiques d’antigénes

Les valeurs chiffrées sont les p value (au dessus) et les coefficients (au dessous) obtenues pour chaque test; NS : non significatif; “ - “:non testé; les covariables
significatives en analyse univariée (Tableau 7) ont été intégrées
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[1l/Conclusion

Dans cette étude, il a été montré que les réponses anticorps spécifiques d’antigenes de P. falciparum
étaient générées par l'infection palustre en cours, mais que ces réponses n‘étaient pas protectrices
contre les infections futures, conformément a ce qui a été décrit dans la littérature. Les antigenes qui
semblent les plus prometteurs sont AMALl et MSP1. En effet, les infections présentes ou passées
induisent une réponse spécifique de ces 2 antigénes particulierement élevée. GLURP R2 et MSP2
sont également des antigénes immunogénes qui induisent une réponse suite a une infection mais de
niveau plus faible. Enfin, MSP3 et GLURP RO sont les antigenes les moins prometteurs de cette étude.
IIs sont peu immunogénes et les taux d’anticorps spécifiques de MSP3 ou de GLURP RO restent
faibles tout au long du suivi. Ces 2 protéines recombinantes sont les seules de cette étude a avoir été
produites a partir des parties conservées des antigenes. Il est donc plausible de penser que ces
régions ne sont pas particulierement immunogénes et que pour avoir un taux d’anticorps élevé, une
exposition répétée est nécessaire. Les enfants de cette étude étant jeunes, I'exposition aux régions

conservées de ces antigenes n’est peut étre pas suffisante, ce qui expliquerait les résultats obtenus.

Un des objectifs de ce travail était de voir I'effet de I'infection placentaire sur I'acquisition de la
réponse anticorps spécifique du paludisme. Pour ce faire plusieurs approches ont été élaborées.
Dans un premier temps, une analyse du transfert d’anticorps a montré que l'infection placentaire
était associée a une diminution du taux d’anticorps spécifiques des antigénes transmis de la meére au
foetus. Une seconde approche, plus descriptive, a mis en évidence que la période entre 6 et 12 mois
semblait critique pour les enfants nés de meéres infectées a I'accouchement. En effet, pendant cette
période, ces enfants auraient un taux d’anticorps moindre. Enfin, I'analyse univariée n’a pas pu
mettre en évidence l'effet de linfection placentaire sur l'acquisition de la réponse anticorps.
Cependant, avec ce méme jeu de données, Le Port et al., ont démontré que les enfants nés de meres
porteuses de parasites placentaires a I'accouchement avaient un risque accru de développer une
infection palustre précoce sur un suivi a 12 mois [164]. Deux hypothéses peuvent étre émises au
regard de ces différentes observations. La premiére est que la tolérance immunitaire peut étre un
phénomene plus influencé par la fonctionnalité des anticorps que par leur quantité, ce qui
expliquerait pourquoi I'analyse univariée ne donne pas de résultats significatifs. Une seconde
hypothése pourrait étre que la période de transition entre les anticorps maternels et les anticorps du
nouveau-né (entre 6 et 12 mois) semblerait étre une phase de tolérance immunitaire chez I’enfant.
Pour confirmer cette hypothése, I'analyse univariée pourrait étre refaite en n’utilisant que les

données jusqu’a 12 mois, supprimant ainsi la période suspectée comme étant non tolérante et pour
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laquelle les taux d’anticorps sont les plus élevés. Le role du transfert d’anticorps diminué en cas
d’infection placentaire en rapport avec le phénomene de tolérance immunitaire n’a pas encore été
démontré. Les observations faites dans cette étude menent a penser qu’en cas d’infection
placentaire, I'enfant aurait moins d’anticorps maternels protecteurs et en conséquence serait plus
facilement infecté. Cependant, il a également été observé qu’en cas d’infection placentaire, la
guantité d’anticorps maternels transmis a I'enfant, est supérieure a celle des enfants nés de meres
non infectées a I'accouchement. Cette remarque pourrait remettre en question I’hypothése de
travail. L'analyse doit donc se poursuivre afin de vérifier si le transfert d’anticorps diminué en cas
d’infection placentaire aurait un effet sur le délai de survenue des premiéres infections et sur le

nombre d’infections palustres pendant le suivi ou pendant la premiére année de vie.

L'analyse multivariée a montré qu’il existe un effet des anticorps cumulés par le passé et un effet de
I’age sur la réponse anticorps spécifique du paludisme pendant les 18 premiers mois de vie. Ces
observations s’approchent des définitions des processus de la « mémoire » et la « maturation » du
systeme immunitaire. En effet, la mémoire immunitaire se définit comme étant la capacité a
produire une réponse adaptative plus rapide et plus forte lors de contacts successifs d’un antigéne
particulier. Le terme « mémoire » apporte la nuance essentielle d’une protection de longue durée. La
maturation du systéme immunitaire est un processus de maturation d’affinité. Au fur et a mesure
des expositions répétées au méme antigéne, l'affinité des anticorps spécifiques augmente. En
combinant la mémoire et la maturation du systéme immunitaire, la réponse anticorps est de plus en
plus forte et spécifique et par conséquent de plus en plus efficace et durable au fur et a mesure des
infections.

Cependant, peut-on vraiment employer les termes de « mémoire » ou de « maturation » du systéme
immunitaire chez des enfants aussi jeunes infectés par P. falciparum, sachant qu’une immunité
clinique ne s’observe qu’a partir de I’dge de 5 ans et que I'immunité d’un adulte n’est pas stérilisante
[195] ? De plus, les réponses anticorps des enfants de I'étude sont produites suite a une infection
mais ne semblent pas les protéger des infections futures. Pour répondre a cette question, une
analyse plus fine de la réponse immunitaire humorale, incluant les lymphocytes B dans |’analyse
(phénotypage des marqueurs de surface CD19 et CD20 et niveau d’expression de CD27) devrait étre
réalisée. Dans cette étude, nous pouvons conclure que la mise en place des processus complexes de

maturité et de mémoire immunitaire a pu étre observée chez des enfants agés de moins de 18 mois.
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Introduction

Les anticorps maternels protégent le nouveau-né pendant ses premiers mois de vie, laissant le temps
au systeme immunitaire néonatal de se développer. Ainsi, aprés quelques mois, les anticorps de la
meére déclineront pour laisser place aux anticorps néo-synthétisés du nourrisson. Dans le cadre de
I’étude sur I'acquisition de la réponse anticorps spécifique du paludisme propre au nouveau-né, les
premiers mois de vie représentent une zone d’'ombre. En effet, les anticorps maternels et néonataux
sont mélés dans le plasma du nouveau-né et les mesures effectuées ne permettent pas de mettre en
évidence la part de la réponse attribuée au nouveau-né. Nous nous proposons donc d’essayer
d’éclaircir cette zone d’'ombre en développant une technique permettant de distinguer

guantitativement les 2 isoformes que représentent les anticorps maternels et néonataux.

Matériel et méthode

Les IgG présentent un polymorphisme de leurs séquences protéiques appelé allotypie. L'IgG3 a été
sélectionnée pour son caractere polymorphe avec 13 allotypes G3m se combinant pour donner 6
alleles G3m prévalents. Ce polymorphisme concerne surtout les populations d’Afrique sub-
saharienne. Dans un premier temps, une liste de peptides porteurs d’acides aminés discriminants a
été établie. Les 1gG3 ont été purifiées par chromatographie d’affinité et digérées par une
combinaison de protéases afin d’isoler les peptides d’intérét. Une analyse par spectrométrie de
masse a été effectuée afin de détecter et de quantifier les peptides porteurs d’acides aminés

polymorphes provenant de différentes isoformes d’lgG3.

Résultats

Une premiere série d’expériences a montré la sensibilité de la méthode en réalisant un mélange
artificiel de plasmas provenant d’individus homozygotes pour des alleles G3m distincts. Il a été
montré que les peptides discriminants pouvaient étre détectés simultanément par spectrométrie de
masse. Une deuxieme série d’expériences sur des individus hétérozygotes pour des allotypes
distincts a confirmé la faisabilité de la méthode. Une troisieme série d’analyse sur des plasmas
provenant d’'une mere hétérozygotes pour 2 alléles G3m et de son enfant homozygote pour I'un de
ces allele n’a pas permis a ce jour de conclure sur la faisabilité de la méthode en conditions

« réelles ».

Conclusion

D’autres couples mére/enfant doivent étre testés pour compléter la démonstration. Cette méthode
qui quantifie des IgG néo-synthétisées permettra d’améliorer les connaissances quant a I’acquisition
de la toute premiere réponse anticorps d’une part et représentera un outil de diagnostic prometteur

pour les maladies a transmission verticale d’autre part.
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1. Introduction:
Systemic transfer of maternal antibodies occurs in utero across the placenta. It is limited to the
immunoglobulins (IG) of the IgG class which are transported across the syncytiotrophoblasts via a
specific pathway involving the placental Fc receptor (FCGRT) [1]. This active transport mechanism of
maternal 1gG to the foetus usually results in about 90% of the maternal serum level of IgG in the
full-term newborn at delivery [2]. Plasma IgG concentrations are in the 7-15 g/L range and IgG
account for 75% of serum IG in a human adult. They are constituted of 1gG1 (60-70%), 1gG2 (20-
30%), 1gG3 (5-8%) and IgG4 (1-3%) [3]. The length of time for which maternal antibodies persist in
the infant’s blood depends on the starting antibody concentration at birth. In general, maternal
antibodies fall to minimal levels by 4 months of age and infant’s antibody titres begin to rise from
about 6 months of age, following active immunization. Presence in infant’s plasma of both maternal
and intrinsic antibodies hampers the neonatal serological diagnosis. If a direct diagnosis is
impossible or is not sufficient, the detection of the neonate’s own antibodies can bring essential
information especially for vertically-transmitted diseases for which the methods of antigen
detection are not reliable. It is the case of parasitic diseases such as toxoplasmosis (causal agent:
Toxoplasma gondii) and the American trypanosomiasis also named Chagas disease (causal agent:
Trypanosoma cruzi), for which the determination of specific antibodies neo-synthesized by the
newborn would be helpful during the first months of life to diagnose a congenital infection [4-6].
The decision to establish or to shorten medical treatments would be facilitated by the observation
of specific antibodies elaborated by the newborn. This requires being able to distinguish IG
synthesized by the infant from those transferred from the mother.

On the constant regions of their heavy gammal, gamma2 and gamma3 chains, the IgG1, IgG2
and 1gG3 subclasses carry antigenic determinants or Gm (for gamma marker) allotypes [7,8].
Twenty Gm allotypes are currently identified (18 ‘classical’ ones and two ‘surnumerary’ ones). The
18 ‘classical’ Gm allotypes comprise four G1m, Gim (1, 2, 3, 17), one G2m, G2m (23), and thirteen

G3m, G3m (5, 6, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 21, 24, 26, 27, 28) [8]. The two ‘surnumerary’ allotypes,
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G1m27 and G1m28, correspond to allotypes demonstrated to be located in gammal chains in
African populations, instead of being on gamma3, as expected [8,9]. Except for GIm3 and G1m17
located on the CH1 domain of gammal, all other Gm allotypes are located on the Fc (on CH2 or on
CH3) [8]. The correlation between Gm allotypes and amino acid changes has been possible
following the sequencing of gamma chains and/or IGHG genes [10], and the complete nucleotide
sequencing of many IGHG3 alleles from individuals homozygous for well characterized G3m alleles
[8,10-12]. The thirteen G3m allotypes are inherited in different combinations or G3m alleles
(encoded by one or several IGHG3 alleles) [8]. The six prevalent alleles are G3m5*
(G3m5,10,11,13,14,26,27), G3m6* (G3m5,6,10,11,14,26,27), G3m24* (G3m5,6,11,24,26), G3m15*
(G3m10,11,13,15,27), G3m16* (G3m10,11,13,15,16,27) and G3m21* (G3m21,26,27,28) [8]. Several
G3m allotypes depend on the combination of two or even three amino acids, distant on the linear
sequence but close to each other in three-dimensional structures (illustrated in the ‘IMGT G3m
allele butterfly’ representation) [8]. The G1m, G2m and G3m alleles themselves, encoded by alleles
of the closely linked IGHG genes, are inherited in fixed combinations or Gm haplotypes [7,8].

The Gm polymorphism has been extensively studied in human populations, showing that a
limited number of haplotypes are observed worldwide, with high frequency variations among
populations from different continents [13]. To date, the classical way to determine Gm allotypes is a
serological hemagglutination inhibition method [14,15]. This qualitative method will be abandoned
in a next future, principally because of depletion in the collections of monospecific anti-allotype
sera, obtained in the past from blood donors, and because of the difficulty of obtaining well
characterized reagent monoclonal antibodies [16]. Subjectivity of appreciation of small and
unstable agglutinates may also impede in some cases the reproducibility of the measures. This
approach is unfortunately not able to distinguish the maternal and neonatal phenotypes. Molecular
techniques implying either polymerase chain reaction (PCR)-restriction fragment length

polymorphism (RFLP) [17] or extensive gene sequencing [12] allow discrimination between
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sequences coding for the various allotypes. However these methods are not adapted to our
problematic of detection and quantification of neonatal antibody production.

As the sequences of the IGHG genes and alleles and their correspondence with the Gm alleles
are known [8], a proteomic approach aimed at measuring by mass spectrometry peptides
containing discriminatory amino acids of Gm allotypes could therefore represent a novel
methodology to determine Gm and IGHG alleles and to distinguish maternal and neonatal
antibodies. The objectives are i) to determine in silico the peptides that could discriminate the
maternal and neonatal antibodies ii) to purify the IgG fraction with an enrichment in IgG3 iii) to
detect and semi-quantify the discriminatory peptides by mass spectrometry iv) to test the
sensitivity of our approach.

This study demonstrates the feasibility of using mass spectrometry to detect and quantify
G3m alleles, and to distinguish maternal and infant polymorphic 1gG3, in neonate plasma samples

where both are physiologically present.

2. Methods

2.1. Definition of a theoretical list of peptides specific for G3m alleles

The list of proteotypic peptides list was established by comparing the peptide sequences of the
constant regions of the four IgG subclass heavy chains gammal, gamma2, gamma3 and gamma4,
encoded by the IGHG1, IGHG2, IGHG3 and IGHG4 genes, respectively [3,18] [IMGT Repertoire
(Sections: Protein display, Allotypes) at IMGT®, the international ImMunoGeneTics information
system® [19] (http://www.imgt.org)]. Sequences were virtually cleaved by AspN and trypsin allowing
potential miscleavage. All peptides were compared to determine those that are specific to IGHG3
and discriminatory between G3m alleles [8,10,12,20]. A list was defined, which comprised 32
proteotypic peptides suitable for analysis using each of the MALDI-TOF-TOF and the ORBITRAP

equipments respectively (Table 2).
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For example, in comparison with the G3m24* (G3m5,6,11,24,26) allele, the peptide
WQQGNIFSCSVMHEALHNR is discriminatory for the G3m5* (G3m5,10,11,13,14,26,27) allele, as it
contains the amino acids characteristic for the G3m10,13,27 allotypes: IGHG3 CH3 Q98 which,
associated to S44, corresponds to G3m13, and IGHG3 CH3 1101 which corresponds to G3m27 and,
associated to S44, to G3m10 [8] (positions are according to IMGT unique numbering for C domain
[21]). For the G3m24* allele, the peptide WQEGNVFSCSVMHEALHNR is discriminatory, as it contains
the amino acids characteristic for the G3m6,24 allotypes: IGHG3 CH3 E98 which, associated to S44,
corresponds to G3m6, and to IGHG3 CH3 V101 which, associated to S44, corresponds to G3m24 [8]

(Table 1).

2.2. Plasma samples collection

Samples came from two geographical distinct areas: Europe and Africa. One European blood sample
was collected in France from a healthy adult volunteer who gave her written informed consent for
her blood to be used for the purpose of the present study. Plasma samples from four African
individuals were obtained from two studies performed on human genetic determinants of malaria in
the south of Benin by the UMR 216 team, and for which ethical clearance was obtained. Two samples
originated from a study conducted in 2006-2007 among 155 schoolchildren belonging mainly to the
Fon ethnic group [22]. Acceptance of the study was first obtained near the coordinating doctor of the
sanitary zone and the inspector of education. Oral information on the study was thereafter provided
by the research team to the school director and the teachers before to be dispensed to the members
of the association of parents of schoolchildren. A collective written informed consent was obtained
from the responsible of the association of parents, by taking into account the individual positions of
parents. The study was authorized by the institutional “Ethics Committee of the Faculté des Sciences
de la Santé” (FSS) from the Université d’Abomey-Calavi (UAC) in Benin. The five other plasma
samples concerned a mother and child pair issued from a malaria birth cohort of 627 neonates and

their mothers who were followed-up from 2007 to 2010 in a semi-rural area [23]. At delivery,
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peripheral blood of the mother as well as cord blood was drawn and thereafter, child blood was
collected quarterly until he reached eighteen months. We selected plasma samples at 3, 6 and 9
months of age for the purpose of the study. On arrival at the maternity clinic for delivery, women
were given information on the study protocol. The informed consent written in French and in Fon
was then submitted for approval. The protocol was approved by both the institutional “Ethics
Committee of the Faculté des Sciences de la Santé” (FSS) in Benin and the IRD “Consultative
Committee on Professional Conduct and Ethics” (CCDE) in France.

In all cases, blood was collected into 5 mL EDTA Vacutainer® tubes and after centrifugation, plasma
samples were frozen at -20°C. One milliliter of fresh plasma from the French individual was also

analyzed by comparison with the frozen one.

2.3. Serological determination of Gm immunoglobulin allotypes

Gm allotypes in plasma specimen were analyzed by a qualitative standard hemagglutination
inhibition method [14,15]. In brief, human blood group O Rh+ erythrocytes were coated with anti-Rh
antibodies of known Gm allotypes, plasma samples, and reagent monospecific anti-allotype
antibodies. After sedimentation, plasma containing 1gG of a particular allotype inhibit
hemagglutination by the corresponding reagent anti-allotype antibody, whereas plasma that are

negative for this allotype do not.

2.4. Total IgG3 purification

Fresh or frozen (at -20°C) plasma samples were tested in parallel in order to evaluate potential
differences in the final result. Frozen plasma samples were used after centrifugation in order to
eliminate the fibrin aggregates. A quantity of 250 pL of plasma was sufficient to detect and quantify
allotype peptides from purified total 1gG3.

First, a Protein A column (HiTrap Protein A HP, GE Healthcare, France) was used according to the

manufacturer’s instructions. This column is intended to retain IgG1, IgG2 and IgG4 leaving 1gG3 in the
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filtrate. Efficient binding of IgG1, 1gG2 and IgG4 to the Protein A column necessitates a low ionic
strength, a pH value of 7. The flow-through fraction was injected in a Protein G column (Protein G
Sepharose HP SpinTrap, GE Healthcare, France) which presents high affinity for the Fc fragment of
IgG from a large variety of species including human IgG3. Antibody binding was performed at neutral
pH and elution was obtained by lowering the pH. The eluted material was neutralized to preserve the

integrity of acid-labile IgG.

2.5. Reduction, alkylation and enzymatic digestion

Reduction, alkylation and enzymatic digestions by trypsin and AspN may be realized either in solution
or in fragments of polyacrylamide gel containing the IgG heavy chains after electrophoretic migration
of purified samples on a 12% denaturant Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis
(SDS-PAGE) in reducing conditions. Pilot experiments showed that treatment of IgG 3 purified
samples with GluC or with papaine before protein digestion with trypsin and AspN did not improve
peptide recovery and mass spectrometry detection of the allotype-specific peptides. Details

according to the use of purified samples in gel or in solution are described below.

Use of SDS-PAGE gel samples:

Fifteen microliters of a 2X B-mercaptoethanol/Laemmli buffer were added to 15 pL of purified
samples. After boiling at 100°C during 5 minutes, samples were migrated on a 12% SDS-PAGE. Gels
were colored with colloidal Coomassie Blue. The 60 kDa bands corresponding to the IgG heavy chain
were excised. Gel samples were destained with 50% acetonitrile (ACN, Carlo-Erba, France). Di-
thiothreitol (DTT; final concentration 10 mM) was added during 30 minutes at 56°C to the gel sample
in order to reduce disulfide bonds. Chloroacetamide (final concentration 25 mM) was added for
protecting thiol groups. After addition of 1 volume of ACN to dehydrate the gel, the supernatant was
discarded and AspN (Roche Diagnostics, France) at 10 ng/uL was added onto the gel. Samples were

incubated overnight at 30°C or 3 hours at 37°C. An additional digestion was performed with freshly
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activated trypsine (Promega, France) at 10 ng/uL. The resulting supernatant was collected and
peptides were extracted successively with 10 pL of 4% formic acid and 10ul of 50% ACN.
Supernatants were pooled and then completely dried using a vacuum concentrator. Peptides were

lastly solubilized in 10% ACN and 0.1% trifluoroacetic acid (TFA, Pierce, France).

Use of samples in solution:

Samples in solution were reduced with 20 mM DTT for 30 minutes at 56°C, and alkyled with 25 mM
chloroacetamide for 30 minutes at room temperature. AspN (10 ng/uL) was added before incubation
during 3 hours at 37°C or overnight at 30°C. The same incubation conditions were then applied to

trypsine (10 ng/uL). The enzymatic digestion was stopped with TFA (0.5% final).

2.6. Mass spectrometry (MS) analysis

Nanochromatography:

Peptides were concentrated and separated with an Ultimate3000 (Dionex) series HPLC. Briefly, 10 ul
of elution fraction were injected and trapped using solvent A (TFA 0.1%, ACN 2%) at a 30 pL/minute
loading flow for 3 minutes in a C18 trap column (Acclaim C18pepmap100, 5 um particles, 100 A pore,
300 um i.d., 5 mm length) and separated in the analytical column (C18pepmap100, 3 um particles,
100 A pore, 15 cm length, 75 um i.d.) with a gradient rising from 7% solvent B (ACN 80%, solvent A
20%) at microvalve switch to 20% in 7 minutes and from 20% to 60% in 58 minutes at a flow rate of
300nL/minute. 192 fractions were collected and spotted on a MALDI target using a Probot (Dionex,
France) fraction collector. Spotted fractions were mixed 1:9 with 2 mg/mL of HCCA (Laser Biolabs) in
ACN 70% TFA 0.1% containing 3 fmoles/spot of a standardization peptide (Glu fibrinopeptide) and

analyzed using a 4800 MALDI TOF TOF analyzer (Applied Biosystems, France).

MALDI-MS:

Spectra acquisition and processing were performed using the 4000 series explorer software (Applied
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Biosystems, France) version 3.5.28193 build 1011 in positive reflectron mode at fixed LASER fluency
with low mass gate and delayed extraction. External plate calibration was performed using 4
calibration points spotted throughout the plate, moreover internal calibration using Glu-
fibrinopeptide yielded less than 10 parts per million (ppm) measurement errors. For each fraction,
sets of 50 spectra in the range of 700 to 4000 Da were acquired at a 200 Hz LASER shot frequency.
Five hundred spectra per sample were summed, processed to obtain monoisotopic values from

isotopes clusters with a raw spectra signal-to-noise (s/n) ratio of 20.

MALDI-MSMS:

In each MS spectrum, the 8 most abundant peaks with a minimum s/n of 20 were selected for
fragmentation starting with the least abundant. Neighbouring precursors within resolution of 200
were excluded. One thousand MSMS spectra per precursor were summed by increments of 50.
Processing included baseline subtraction and Stavitsky Golay smoothing with 3 points across peak
and a polynomial order of 4. Peaklists reflect monoisotopic values from isotopes clusters with an s/n
ratio of minimum 22. Generated MSMS peaklists were subsequently submitted to an in-house
Mascot (Matrix science) version 2.2 search engine [24] to identify peptides (see “database searching”

below).

LTQ-ORBITRAP MS and MSMS:

Analyses were realized using an Ultimate 3000 Rapid Separation liquid chromatographic system
(Dionex, Netherland) coupled to a hybrid LTQ-ORBITRAP Velos mass spectrometer (Thermo Fisher
Scientific, San José CA). Briefly, peptides were loaded and washed on a C18 reverse phase precolumn
(3 um particle size, 100 A pore size, 75 um i.d., 2 cm length) using a loading buffer containing H,0
98%, ACN 2% and TFA 0.1% at 5 pL/minute. Peptides were then separated on a C18 reverse phase

analytical column (2 um particle size, 100 A pore size, 75 um i.d., 15 cm length) with a 45 minutes
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gradient from 100% A (ACN 5%, formic acid 0.1% and H,0 95%) to 40% B (ACN 80%, formic acid
0.085% and H,0 20%).

The Linear Trap Quadrupole ORBITRAP mass spectrometer acquired data throughout the elution
process and operated in a data dependent scheme as follows: full MS scans were acquired with the
ORBITRAP, followed by up to 10 LTQ MSMS CID spectra on most abundant precursors detected in the
MS scan. Exclusion latency was set to 24 seconds for previously fragmented precursors. Mass
spectrometer settings were: full MS (Automatic Gain Control (AGC): 1*106, resolution: 3*104, mass-
to-charge ratio (m/z) range 400-2000, maximum ion injection time: 1000 ms); MSMS (AGC: 1*104,
maximum injection time: 200 ms, minimum signal threshold: 2000, isolation width: 2Da). The

fragmentation was permitted for precursor with a charge state of 2, 3 or 4.

Selected Reaction Monitoring (SRM):

Analyses were realized using a TSQ Vantage triple quadrupole mass spectrometer (Thermo Fisher
Scientific, San José CA) coupled with an Ultimate 3000 RSLC system (Dionex, Netherlands). Briefly,
peptides were loaded and washed on a C18 reverse phase precolumn (3 pm particle size, 100 A pore
size, 75 pm i.d., 2 cm length) using a loading buffer containing H,0 98%, ACN 2% and TFA 0.05% at 6
uL/minute. Peptides were then separated on a C18 reverse phase analytical column (2 pm particle
size, 100 A pore size, 75 um i.d., 15 cm length) with a 60 minutes gradient from 99% A (ACN 2%,
formic acid 0.1% and H,0 98%) to 50% B (ACN 90%, formic acid 0.1% and H,0 10%) at 300nl/minute.
All the data were acquired in triplicate runs and blank runs were interposed until necessary to avoid
peptide carry-over effects. SRM acquisitions were performed in scheduled mode. The SRM
transitions were recorded for +/- 4 min respect to the peptides elution times calculated during the
optimization step. In the highest transition overlapping region the SRM method is less than 2 s.

For the first and third quadrupole a pick width of 0.7 Da was set and the transitions were chosen as
mentioned in Table 4 [25]. For all the transitions related to the WQQGNIFSCSVMHEALHNR and

WQEGNVFSCSVMHEALHNR peptides dwell times of 10 ms and 70 ms were used, respectively.
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Spectra Processing:
Proteome discoverer 1.2 was used to extract peaklists and to generate Mascot generic files (.mgf

files) with a signal to noise threshold value of 3. SRM data were processed using Pinpoint version 1.2.

Database Searching:

MSMS spectra originating from both mass spectrometers were submitted to Mascot. The database
search was a home-made concatenation of IMGT® IGHG Immunoglobulin allele amino acid database
[20], with the SwissProt fasta database release 2011 01, 529942 sequences, 189364547 residues.
The precursor mass tolerance was set to 20 or 3 ppm and the fragment mass tolerance to 0.35 and
0.45 Da for MALDI MSMS and ESl-orbitrap MSMS respectively. Two miscleavages and the partial
oxidation of methionines were permitted. The search was not species-restricted. Selected enzymes
were Trypsin and AspN. A filter was applied to the search in order to keep the probability of false
positive peptide identification below 5%. A minimum Mascot score value of 25 was set for peptide

selection.

Label-free semi-quantitative information:

Progenesis software (Version 3.0; Nonlinear Dynamics Ltd) was used to quantify the variation of
discriminatory peptides on the basis of retention time, m/z and peak intensity (peak area) on
samples. Progenesis software processed the raw data files in two steps: alignment followed by
normalization. The data file that yielded most features (ratio 1:1) was used as reference to align
retention time in all other measurements. Correction for experimental variations was done by
calculating the robust distribution of all ratios (log (ratio)). The peaks (the features) were converted
into intensity list by using the raw data files.

The data were filtered using the following criteria: features with masses between 300 and 1700 Da,

retention time 8-25 minutes and charge state 2 to 4.
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A matrix of all samples was generated, consisting in all masses with corresponding peak intensities of
every sample. A resulting .mgf file was exported from Progenesis and imported in Mascot software,
interrogation was performed on Parasitoswissprot database. A resulting XML file was then imported
in Progenesis to assign peptide to features.

The results of peptide normalized abundances were analyzed using Excel software.

3. Results

3.1. Serological determination of Gm immunoglobulin allotypes in plasma samples

Serological determination allowed assignment of Gm phenotype for i) the European individual; ii) the
two Beninese children issued from a previous study [22] who were homozygous for distinct alleles
and iii) a paired mother and her child pair. Concerning the child, the allotype determination was
assessed at 15 months of age to avoid any residual presence of maternal antibodies [23]. The
concomitant serological determination of the father’ allotypes allowed deducing that the mother was
G3m heterozygous and her child was G3m homozygous. These results are synthesized in the table 3

where the expected proteotypic peptides are also presented for each individual.

3.2. 1gG3 purification from a plasma sample issued from a Caucasian individual

All fractions from Protein A and Protein G affinity chromatography were i) migrated on a 12% SDS-
PAGE (Figure 1) ii) assayed in an Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA, data not shown) in
order to measure the quantities of each IgG subclass all along the purification process.

As seen the non-reducing SDS-PAGE, the filtrate fractions of the Protein A column (AF) were
constituted by IgG3 with a band at 160 kDa approximately and by many plasma proteins . The elution
fraction from Protein A column (AE) contained, 1gG1, 1gG2, IgG4 and some plasma proteins. The
elution fraction from Protein G column (GE) contained enriched 1gG3 but also unexpected plasma

proteins. On the reducing SDS-PAGE, separated I1gG3 heavy and light chains migrated at 65 kDa and
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20 kDa respectively. Only the IgG3 heavy chain band that contained the discriminatory peptides was
excised and prepared.

The measurement of 1gG subclass levels by ELISA revealed an abnormal presence of IgG3 in the AE
and in the filtrate fractions from Protein G column (GF), and an unexpected presence of IgG1, 1gG2
and IgG4 in GE fractions. At last, the GE fractions were impoverished in IgG1 and 1gG2 subclasses at
65% and 92% respectively in comparison to the IgG subclasses in human plasma. Interestingly, they
were enriched more than 3.6 times in the IgG3 subclass (data not shown).

In conclusion, the Proteins A and G columns allowed purifying a majority of 1gG3 without excluding
completely the other IgG subclasses. As the list of discriminatory peptides defined in table 2 is
specifically representative of IGHG3, the mass spectrometric analysis should not to be hampered by

the presence of contaminating heavy chains from IgG1, 2 and 4.

3.3. MALDI TOF-TOF spectrum of the digested heavy chain of 1gG3 purified from a European individual

The French individual homozygous for the G3m5* (G3m5,10,11,13,14,26,27) allele according to
serological determination was considered. Total IgG3 have been purified and the heavy chain
subjected to enzymatic digestion by trypsin. MALDI TOF-TOF experimentation allowed detecting the
proteotypic peptide WQQGNIFSCSVMHEALHNR with m/z = 2314.06 (Figure 2). We assayed
comparatively the same plasma sample, either freshly collected or after being frozen, thawed and

centrifuged and we did not observe any difference in the peptides spectra obtained.

3.4. Simultaneous detection of proteotypic G3m allotype peptides by mass spectrometry

Experiments were done on a series of controlled mixtures of plasma samples from the two Beninese
individuals known to be homozygous for distinct alleles. The first individual harbored only the G3m5*
(G3m5,10,11,13,14,26,27) allele represented by the discriminatory peptide

WQQGNIFSCSVMHEALHNR and the second one, the G3m24* (G3m5,6,11,24,26) allele represented
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by the discriminatory peptide WQEGNVFSCSVMHEALHNR (Table 1). Volume/volume ratios of 1:0,
16:1, 8:1, 4:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 0:1 were made before reduction, alkylation and enzymatic
digestion. Figure 3 is a 3 dimensional representation of the 1:1 mixture after LC-MS analysis
(heatmap) where consecutive MS spectra display mass to charge ratio as a function of retention time
and greyscale represents signal intensity. The two arrows underline the coordinates of the
discriminatory peptide pair from which the corresponding peptide fragmentation MSMS spectra are
shown on A (WQQGNIFSCSVMHEALHNR) and B (WQEGNVFSCSVMHEALHNR) to assess the signal
provenance and proper detection. The respective signal intensities measured by the Progenesis
software reveal a signal ratio of about 1:2. This may reflect an actual concentration difference
between the two individuals from who originated the samples, or a purification bias during sample
processing, or a detection bias during peptide MS measurement. However from all the ratios
measured this way, the signals are very well correlated to the actual ratios of sample mixtures (not

shown).

3.5. Application of the mass spectrometry approach to paired mother and child plasma samples

Similar experiments were performed on total 1gG3 purified from plasma samples of one Beninese
mother and her baby (cord blood, 3, 6 and 9 months) (Figure 4). This result is based on 3 technical
replicates. As the mother is G3m5*/G3m24* heterozygous, she should harbor a combination of the
pairs of peptides DIAVEWESSGQPENNYNTTPPML / WQQGNIFSCSVMHEALHNR  and
DIAVEWESSGQPENNYNTTPPVL / WQEGNVFSCSVMHEALHNR. The child being homozygous for G3m5*
only the DIAVEWESSGQPENNYNTTPPML / WQQGNIFSCSVMHEALHNR peptides are expected. The
expected decrease of the maternal DIAVEWESSGQPENNYNTTPPVL / WQEGNVFSCSVMHEALHNR
peptides during the follow-up of the child should allow deducing the quantity of the neonate
DIAVEWESSGQPENNYNTTPPML / WQQGNIFSCSVMHEALHNR peptides and therefore the quantity of

neonatal IgG3.
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The Figure 4 graph illustrates the decrease in the WQQGNIFSCSVMHEALHNR peptide between birth
(CO sample) or three months of age (M3 sample) and six months of age (M6 sample) of the child. This
is concomitant to the loss of maternal-transmitted IgG3 comprising partially this peptide. At nine
months of age (M9 sample), only WQQGNIFSCSVMHEALHNR peptide corresponding to 1gG3 neo-

synthesized by the infant is visualized.

The peptide WQEGNVFSCSVMHEALHNR was expected in the mother’s sample (Cl) as well as in the
samples corresponding to the first months of life of her child (CO, M3, M6), but it was not visualized.
The expected peptides DIAVEWESSGQPENNYNTTPPVL and DIAVEWESSGQPENNYNTTPPML were not

observed. The detection threshold of these peptides seems to be too low in the sample.

3.6. Development of a SRM method to quantify IgG3 isoforms: preliminary results

In order to improve the dynamic range analyzable by our LC MSMS analysis and to set up a robust
mass spectrometry tool for the quantitative analysis of IgG3 variants, a SRM analysis was performed.
Transitions were optimized using a 1:1 mixture of plasma samples from the two Beninese

homozygous for G3m5* and G3m24* alleles respectively.

In particular for the proteotypic peptides WQEGNVFSCSVMHEALHNR,
DIAVEWESSGQPENNYNTTPPVL, WQQGNIFSCSVMHEALHNR the MH2+ and MH3+ precursor ions were
monitored. Moreover the presence of oxidation products (methionine oxidation) and un-
carbamidomethylated cysteine forms of the peptides were also monitored. For the choice of the best
SRM transition we monitored all the b and y ions in the range of 200 and 1400 Da and then we used
the 6 most intense transitions. The peptide DIAVEWESSGQPENNYNTTPPVL was not more detected
also by SRM. The peptides WQEGNVFSCSVMHEALHNR and WQQGNIFSCSVMHEALHNR were mainly
detected in their un-modified forms (Figure 4 B). These data were also validated recording a

complete MSMS spectrum of the species (Figure 5). The carbamidomethylated forms of the two
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proteotypic peptides were also observed in SRM mode but not validated by MSMS. This is probably

due to the lesser MSMS scan sensitivity compared to the SRM.

We used the optimized SRM strategy (see Material and Methods) to analyze the total IgG3 purified
from plasma samples of the Beninese mother and her baby (cord blood, 3, 6 and 9 months),
monitoring all the predicted forms of the WQEGNVFSCSVMHEALHNR and WQQGNIFSCSVMHEALHNR
peptides. We obtained an estimation of the polymorphic 1gG3 variation in our samples through a

label-free relative quantification.

The peptide WQQGNIFSCSVMHEALHNR was found in both un-modified and carbamidomethylated
forms but the forms containing an oxidized methionine were not detected. The detection by SRM
mode of the carbamidomethylated form of this peptide was validated recording an MSMS spectrum.
The semi-quantitative data obtained for these peptides are consistent with the semi-quantitative

data obtained by the ORBITRAP.

The quantitative data are consistent with the ORBITRAP so far but still the detection of peptide
WQEGNVFSCSVMHEALHNR was not detected, either in its oxidized form or in the non
carbamidomethylated form and at all measurable charge states. Thus, for the IgG3 variant related to
the G3m24*allele we were still not able to use the SRM tool to quantify this isoform in our sample.

A perspective consists to use an isotope enriched form of WQEGNVFSCSVMHEALHNR in order to

validate the results obtained in the label-free mode.

4. Discussion

In their first months of life, newborns are protected by maternal antibodies transferred through the
placenta. After few months, the concentration of maternal antibodies decreases in the infant’s
plasma, giving way to neo-synthesized neonatal antibodies. The detection of the neonate’s own

antibody response might be essential in some clinical cases in terms of undirected diagnosis. The aim
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of the study was to settle a new method based on mass spectrometry aimed at distinguishing

maternal and neonatal antibodies in plasma samples from infants.

At each step, from the plasma purification up to the peptide sequence analysis, the most adequate
amongst different tested protocols were chosen, leading to the final conclusion that a distinction
between maternal and neo-synthesized antibodies is achievable in samples from infants where both
antibodies are present.

The 1gG3 purification step is a crucial point. Affinity chromatography using successively Protein A and
Protein G columns was chosen in the present study. An alternative choice would be to process
plasma samples on fast protein size-exclusion liquid chromatography in order to optimize the
guantity of recovered material and also to standardize the experiment thanks to an automated
system.

Reduction, alkylation and enzymatic digestions were realized either in solution or on polyacrylamid
gel bands corresponding to the IgG heavy chains. The normalization would be difficult from a gel
analysis because: i) the 2 isoforms have to be co-migrated for an accurate gel band excision, ii) the
yield of each step of reduction, digestion and peptides gel extraction needs to be equivalent for both
isoforms. For these reasons, the preparation of the samples in solution was chosen in order to
simplify the protocol and to optimize the conditions of accuracy in the measure of the peptides of
interest.

The peptides cartography obtained with the MALDI was incomplete probably because of a lack of
ionization efficiency. The electrospray ionization analysis led to the detection of multicharged
peptides and seemed therefore adapted to this problematic. The high resolutive ORBITRAP analyzer
allowed an accurate detection of the proteotypic peptides. This detection was satisfying in the
samples homozygous for the G3m alleles: the concomitant increases and decreases of two
proteotypic peptides contained in preparations which were mixed at sequential ratios allowed

validating the relative quantification in label free approach (data not shown). In spite of some
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improvements that are yet to be brought, this study represents the first demonstration of the
technical feasibility of detecting peptides representing distinct G3m alleles, by the means of a
protocol which is reproducible and easy to put in place with a prompt utilization.

The detection of the peptide WQQGNIFSCSVMHEALHNR in mother and child samples presents the
same profile in the ORBITRAP and the triple quadrupole in SRM mode. The peptide
WQEGNVFSCSVMHEALHNR was detected and identified in the volume/volume ratios of homozygous
mixture samples but was not in the mother and child samples.

Two explanations may be advanced for the absence of this peptide: 1) it was at multiple modification
states and each one was too diluted and 2) it was at a too low quantity in order to be detected. For
the first hypothesis, the protocol would be modified to increase the detection yield of one modified
peptide. The carbamidomethylation step would be abolished to increase the non-
carbamidomethyled peptide form, for example. For the second hypothesis, the quantities of the
distinct G3m allele peptides contained in a heterozygous individual sample could be impacted by the
purification process. Each plasma sample of the two Beninese children homozygous for distinct G3m
alleles was purified independently. The 1gG3 quantity was similar according to the estimation of the
intensities of the bands resulting from identical volumes of each purified product (data not shown) or
to the label free semi-quantitative approach. This observation does not support the hypothesis of an
allotype selection during the purification step. Another explanation could be that an individual
heterozygous for G3m alleles could express differently each of them in spite of the fact that G3m
allotypes are encoded by codominant genes. The production of 1gG3 does not depend on the
allotype-associated promoters [26]. In the one hand, a study demonstrated that 1gG3 serum levels
from G3m5* homozygous individuals were higher than those of G3m21* (G3m21,26,27,28)
homozygous individuals, aged more than 3 years [27]. On the other hand, in the volume ratios
samples, the SRM analysis detected both peptides of interest with comparable ionization efficiency.
However, in the mother-and-child samples, WQEGNVFSCSVMHEALHNR may have been present but

in quantities below the signal/background threshold. The absence of this peptide is another
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argument to sustain the hypothesis of an intrinsic variation of the level of each 1gG3 isoform in an
heterozygous individual.

This study did not describe absolute levels of 1gG3 but it would suggest a possibility of different
proportions of expressed G3m allotypes in the case of the IgG3 contained in the plasma sample from
the Beninese G3m5*/G3m24* (G3m5,10,11,13,14,26,27/G3m5,6,11,24,26) heterozygous mother.
This will be assayed by a triple quadrupole in SRM mode with an absolute quantification approach
involving synthesized peptides and applied to several heterozygous adults.

Quantification of polymorphic peptides, and therefore of the IgG harboring them, may not only bring
important information on the IGHG gene expression, but it may also allow following the decrease of
the specific 1gG produced in the case of therapeutic treatment of neonates. Otherwise, the triple
quadrupole in SRM mode would be the adequate equipment in the cases where the measure of an

absolute quantity of polymorphic peptides would be necessary.

This study provides the first demonstration of the feasibility of detecting and measuring IGHG3
amino acid polymorphisms from infant total IgG3 that contain both mother and child IgG3. Although
the samples used in this study were selected on their G3m allotypes to insure that the 1gG3
polymorphisms from the mother and her child were distinct, only one of the two distinguishable
peptides could be detected allowing relative comparison between several time points after birth.
Restrictions to the use of the method would be encountered in the case of identical IGHG3 alleles in
both mother and child. The recourse to the IGHG1 polymorphism and to the less informative IGHG2
and IGHG4, may be necessary in order to reinforce the capacity to distinguish maternal and infant
IGHG alleles. For the needs of our approach of differential detection of mother and newborn IgG, the
probability for a mother and her child to bear Gm alleles differing by at least one amino acid, has to
be important. This probability is highly dependent on the probability for the biological relatives of a
child to harbor distinct Gm alleles. An approached calculation consisted to determine the probability

for two randomly selected individuals from a defined population group to bear distinct Gm alleles.
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This calculation was made thanks to Gm data already published on population groups settled in
different continents [13]. It resulted that in Africa, the probability for two individuals to present
distinct Gm alleles averages 83% (ranging from 70.2% to 88.4%) meanwhile it is 75.3% in France and
49.9% in French Guiana (Table 5). The tested population groups are considered as representative of
Africa, Europe and South of America respectively. Consequently, mother and child would harbor
distinct genotypes in most cases, but we must be aware that the feasibility of our proteomic

approach remains conditioned by the geographical origin of the individuals.

An interesting development is to apply this methodology to specific 1gG3 targeting antigens from
particular infectious diseases. Indeed, the diagnosis in newborns of vertically-transmitted diseases is
difficult when the methods of antigen detection are not reliable. It is the case of some parasitic
diseases such as toxoplasmosis or Chagas disease, for which the determination of specific antibodies
neo-synthesized by the newborn would be helpful during the first months of life to diagnose a
congenital infection. In the case of malaria, the infant protection during his first months of life is
mainly due to maternal antibodies transferred across placenta. Different epidemiological studies in
Cameroun, Tanzania, Gabon and Kenya [28-31] showed that fetal malaria experience induces a
greater susceptibility to malaria infection during infancy. The investigation of the IgG response
through this new methodology could contribute to know if this phenomenon may be attributable to
a deficiency in the acquisition of neonatal specific antibodies. Otherwise, this approach may open a
new field of knowledge on the kinetics of the neonatal antibody synthesis. As a consequence, the
timing of malaria vaccine strategies may be improved on the basis of an optimal infant’s antibody
response. By extension, this approach will be suitable to bring essential information for a large

number of diseases and it may have a huge incidence in infant public health.
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Figure 1: Migration on an acrylamid gel of the Protein-A and Protein-G purification fractions from

plasma samples
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Figure 2: MALDI-TOF spectral of a purified 1gG3 heavy chain trypsic digestion
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The assigned tryptic peptides corresponding to labeled masses (*) are indicated in red (green* for
propionamidated cystein). The selected precursor at m/z 2314.06 was subjected to CID
fragmentation in MALDI MSMS mode. The fragmentation spectrum gave a mascot result confirming
unambiguously IGHG3 peptide 347-365: R.WQQGNIFSCSVMHEALHNR.F which mass allows
discrimination of the possible amino acids variations (in red) corresponding to the two other
haplotypes of interest RWQEGNIFSCSVMHEALHNR.F m/z 2315.04 or R.WQEGNVFSCSVMHEALHNR.F

m/z 2301.03 (Table 2). The mascot score is 102 (Expect: 1.3e-06) for swiss-prot entry IGHG3_Human.
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Figure 3 : Simultaneous detection of two discriminatory peptides in the 1:1 volume ratio sample
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A. Heatmap reflecting detection intensity and LC-MS resolution of the two discriminatory allelic
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peptides among all affinity-purified IGHG3 peptides. 1: WQQGNIFSCSVMHEALHNR 2:

WQEGNVFSCSVMHEALHNR. Coordinates are: X: Retention time in minutes, Y: Mass to charge ratio,
Grayscale: intensity.

B and C. Spectra showing MSMS fragmentations from the discriminatory allelic peptides; B sequence
332-350 for IMGT reference AJ390260|IGHG3*15 and C sequence 347-365 for IMGT reference
X16110|IGHG3*03;

*accepted nomenclature for fragment ions as proposed by Roepstorff and

Fohlman [25].
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Figure 4 : Relative abundance of the WQQGNIFSCSVMHEALHNR peptide in plasma samples from a

mother and her newborn
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Figure 5 : SRM spectral of a purified 1gG3 from the individual homozygous for the G3m24* allele
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Table 1: Characteristics of the thirty two G3m alleles peptides observable after enzymatic digestion of IGHG3 chain

G3m alleles
Allotype and
Positions in  other
CH domains polymorphic IGHG3 alleles from Simplified = Complete description
Theoretical proteotypic peptides N° CH domains [21] amino acids [8] IMGT/GENE-DB [18] form [8] [8]
K. TKPWEEQYNSTFR .V 1 CH2 79-85 P82 IGHG3*18 G3mle* G3m10,11,13,15,16,27
(nG3m21), IGHG3*19 G3mle* G3m10,11,13,15,16,27
W83 (G3m16),
Y84.3
IGHG3*01, *02°, *04,
K. TKPREEQYNSTFR . V 2 CH2 79-85 P82 (nG3m21), *05, *10 G3m5* G3m5,10,11,13,14,26,27
R83 IGHG3*03
Y84.3 IGHG3*06, *07
IGHG3*08 G3m24* G3m5,6,11,24,26
IGHG3*09 G3m5* G3m5,10,11,13,14,26,27
IGHG3*13 Unusual®  G3ms5,14,26
IGHG3*17 G3m5* G3m5,10,11,13,14,26,27
G3m6* G3m5,6,10,11,14,26,27
G3m15* G3m10,11,13,15,27
K. LREEQYNSTFR .V 3 CH2 81-85 L82 (G3m21), IGHG3*14 G3m21* G3m21,26,27,28
R83, IGHG3*15 G3m21* G3m21,26,27,28
Y84.3 IGHG3*16 G3m21* G3m21,26,27,28
V . DGVEVHNAKTKPWEEQYNSTFR . V 4 CH2 43-85 P82 IGHG3*18 G3mle* G3m10,11,13,15,16,27
(nG3m21), IGHG3*19 G3mle* G3m10,11,13,15,16,27
w383 (G3m16),
Y84.3
IGHG3*01, *02°, *04,
R . EEQYNSTFRVVSVLTVLHQ . D 5 CH2 83-95 R83, *05, *10 G3m5* G3m5,10,11,13,14,26,27
Y84.3, IGHG3*03
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L92 IGHG3*06, *07
IGHG3*08 G3m24* G3m5,6,11,24,26
IGHG3*13 G3m5* G3m5,10,11,13,14,26,27
IGHG3*14 Unusual® G3mb5,14,26
IGHG3*15 G3m6* G3m5,6,10,11,14,26,27
IGHG4*16 G3m15* G3m10,11,13,15,27
IGHG3*17 G3m21* G3m21,26,27,28
G3m21* G3m21,26,27,28
G3m21* G3m21,26,27,28
R . EEQYNSTFRVVSVLTVVHQ . D 6 CH2 83-95 R83, IGHG3*09 G3m5* G3m5,10,11,13,14,26,27
Y84.3,
V92
K . TKPWEEQYNSTFRVVSVLTVLHQ . D 7 CH2 79-95 P82, IGHG3*18 G3m16* G3m10,11,13,15,16,27
W83 (G3m16), IGHG3*19 G3m16* G3m10,11,13,15,16,27
Y84.3,
L92
K . GFYPSDIAVEWESSGQPENNYK . T 8 CH3 26-80 V39, IGHG3*06 G3m5* G3m5,10,11,13,14,26,27
S44 (G3m11),
K79 IGHG3*07 G3m5* G3m5,10,11,13,14,26,27
IGHG3*13 G3m6* G3mS5,6,10,11,14,26,27
M39 (G3m15%,
S44 (G3m11),
K . GFYPSDIAMEWESSGQPENNYK . T 9 CH3 26-80 K79 IGHG3*17 G3m15* G3m10,11,13,15,27
IGHG3*18 G3m16* G3m10,11,13,15,16,27
IGHG3*19 G3mi6* G3m10,11,13,15,16,27
K . GFYPSDIAVEWESSGQPENNYNTTPPML . IGHG3*01, *04, *05,
D 10 CH3 26-84.2 V39, *10, G3m5* G3m5,10,11,13,14,26,27
S44 (G3m11),
N79, IGHG3*09
M4 IGHG3*11, *12°
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K . GFYPSDIAVEWESSGQPENNYNTTPPVL.D 11 CH3 26-84.2 V39, IGHG3*03 G3m24* G3m5,6,11,24,26
$44 (G3m11),
N79,
V84
K . GFYPSDIAVEWESNGQPENNYNTTPPML .
D 12 CH3 26-84.2 V39, IGHG3*08 Unusual® G3m5,14,26
N44 (nG3m11),
N79, IGHG3*14 G3m21* G3m21,26,27,28
M84 IGHG3*16 G3m21* G3m21,26,27,28
S . DIAVEWESSGQPENNYK . T 13 CH3 33-80 V39, IGHG3*06, *07 G3m5* G3m5,10,11,13,14,26,27
S44 (G3m11),
K79 IGHG3*13 G3m6* G3mS5,6,10,11,14,26,27
S . DIAMEWESSGQPENNYK . T 14 CH3 33-80 M39 (G3m15%), IGHG3*17 G3m15* G3m10,11,13,15,27
S44 (G3m11),
K79 IGHG3*18 G3m16* G3m10,11,13,15,16,27
IGHG3*19 G3m16* G3m10,11,13,15,16,27
IGHG3*01, *04, *05,
S . DIAVEWESSGQPENNYNTTPPML . D 15 CH3 33-84.2 V39, *10, G3m5* G3mS5,10,11,13,14,26,27
$44 (G3m11),
N79, IGHG3*09
Mm84 IGHG3*11, *12°
S . DIAVEWESSGQPENNYNTTPPVL . D 16 CH3 33-84.2 V39, IGHG3*03 G3m?24* G3m5,6,11,24,26
S44 (G3m11),
N79,
V84
S . DIAVEWESNGQPENNYNTTPPML . D 17 CH3 33-84.2 V39, IGHG3*08 Unusual® G3mS5,14,26
N44 (nG3m11),
N79, IGHG3*14 G3m21* G3m21,26,27,28
Mm84 IGHG3*16 G3m21* G3m21,26,27,28
K . SRWQQGNIFSC'SVMHEALHNHYTQK .S 18 CH3 93-120 Q98 (G3m13°%), IGHG3*17 G3m15* G3m10,11,13,15,27
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1101 (G3m27,
G3m10"), H115 +
Y116 (nG3mb5,
G3m15°) IGHG3*18 G3m16* G3m10,11,13,15,16,27
IGHG3*19 G3m16* G3m10,11,13,15,16,27
IGHG3*01, *04, *05,
K . SRWQQGNIFSC°SVMHEALHNR . F 19 CH3 93-116 Q98 *10 G3m5* G3m5,10,11,13,14,26,27
(G3m13°), IGHG3*06, *07
1101 (G3m27,
G3m10"), R115
(G3m26) + F116
(G3m5, G3m14") IGHG3*09
IGHG3*11, *12°
K . SRWQQGNIFSC’SVMHEALHNR . Y 20 CH3 93-116 Q98, IGHG3*14 G3m21* G3m21,26,27,28
1101 (G3m27),  IGHG3*15 IGHG3*16
R115 (G3m26) +
Y116 (G3m28)
K . SRWQEGNVFSC°SVMHEALHNR . F 21 CH3 93-116 E98 (G3m6)), IGHG3*03 G3m*24 G3m5,6,11,24,26
V101 (G3m24)),
R115 (G3m26) +
F116 (G3m5)
K . SRWQEGNIFSC’SVMHEALHNR . F 22 CH3 93-116 E98 (G3m6)), IGHG3*13 G3m6* G3m5,6,10,11,14,26,27
1101 (G3m27,
G3m10'),
R115 (G3m26) +
F116 (G3m5,
G3m14")
R . WQQGNIFSC'SVMHEALHNHYTQK . S 23 CH3 95-120 Q98 (G3m13°%),  IGHG3*17 G3m15* G3m10,11,13,15,27
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1101 (G3m27,
G3m10"), H115 +
Y116 (nG3m5,
G3m158) IGHG3*18 G3m16* G3m10,11,13,15,16,27
IGHG3*19 G3m16* G3m10,11,13,15,16,27
IGHG3*01, *04, *05,
R . WQQGNIFSC°SVMHEALHNR . F 24 CH3 95-116 Q98 (G3m13°),  *10 G3m5* G3m5,10,11,13,14,26,27
1101 (G3m27,
G3m10'), R115
(G3m26) + F116
(G3m5, G3m14") 1GHG3*06, *07
IGHG3*09
IGHG3*11, *12°
R . WQQGNIFSCSVMHEALHNR . Y 25 CH3 95-116 Q98, IGHG3*14 G3m21* G3m21,26,27,28
1101 (G3m27),  IGHG3*15 IGHG3*16
R115 (G3m26) +
Y116 (G3m28)
R . WQEGNVFSC‘SVMHEALHNR . F 26 CH3 95-116 E98 (G3m6), IGHG3*03 G3m24* G3m5,6,11,24,26
V101 (G3m24)),
R115 (G3m26) +
F116 (G3m5)
R . WQEGNIFSC‘SVMHEALHNR . F 27 CH3 95-116 E98 (G3m6)), IGHG3*13 G3m6* G3m5,6,10,11,14,26,27
1101 (G3m27,
G3m10"),
R115 (G3m26) +
F116 (G3m5,
G3m14")
R.
WQQGNIFSC°'SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK 28 CH3 95-130 Q98 (G3m13°),  IGHG3*17 G3m15* G3m10,11,13,15,27
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1101 (G3m27,
G3m10"), H115 +
Y116 (nG3m5,
G3m158) IGHG3*18 G3m16* G3m10,11,13,15,16,27
IGHG3*19 G3m16* G3m10,11,13,15,16,27
IGHG3*01, *04, *05,
R . WQQGNIFSC’SVMHEALHNRFTQK . S 29 CH3 95-120 Q98 (G3m13°%),  *10 G3m5* G3m5,10,11,13,14,26,27
1101 (G3m27,
G3m10), IGHG3*06, *07
R115 (G3m26) +
F116 (G3m5,
G3m14") IGHG3*09
IGHG3*11, *12°
R . WQEGNVFSC‘SVMHEALHNRFTQK .S 30 CH3 95-120 E98 (G3m6), IGHG3*03 G3m*24 G3m5,6,11,24,26
V101 (G3m24)),
R115 (G3m26) +
F116 (G3m5)
R . WQEGNIFSC*SVMHEALHNRFTQK . S 31 CH3 95-120 E98 (G3m6), IGHG3*13 G3m6* G3m5,6,10,11,14,26,27
1101 (G3m27,
G3m10"),
R115 (G3m26) +
F116 (G3m5,
G3m14")
R . WQQGNIFSC°SVMHEALHNRYTQK . S 32 CH3 95-120 Q98, IGHG3*14 G3m21* G3m21,26,27,28
1101 (G3m27),
R115 (G3m26) +
Y116 (G3m28)  IGHG3*15
IGHG3*16
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? partial

® Unusual G3m allele [8,12].

“The IGHG3*11 and IGHG3*12 alleles differ by the number of hinge exons, 4 and 3, respectively (IMGT Repertoire, Gene table http://www.imgt.org) [8,18].
dExpression of the allotype G3m15 is dependent, in addition to CH3 Met M39, on the presence of CH3 His H115 and Tyr Y116 [8].

®Expression of the allotype G3m13 is dependent, in addition to CH3 GIn Q98, on the presence of CH3 Ser 44 [8].

" Expression of the allotype G3m10 is dependent, in addition to CH3 lle 1101, on the presence of CH3 Ser44 [8].

& Expression of the allotype G3m15 is dependent, in addition to CH3 His H115 and Tyr Y116, on the presence of CH3 Met M39 [8].

h Expression of the allotype G3m14 is dependent, in addition to CH3 Arg R115 and Phe F116, on the presence of CH3 Met M84 [8].

"Expression of the allotype G3mé6 is dependent, in addition to CH3 Glu E98, on the presence of CH3 Ser 544 [8].

JExpression of the allotype G3m24 is dependent, in addition to CH3 Val V101, on the presence of CH3 Ser 544 [8].

Amino acids in bold are implicated in the discrimination between IGHG3 alleles. “.” : site of enzymatic cut; C°: carbamidomethyled cystein.
Amino acids characteristic of the G3m allotypes and IGHG3 alleles are from [8]. Amino acid sequences are available in the IMGT Repertoire
(http://www.imgt.org) , IMGT/DomainDisplay and IMGT/GENE-DB [18]. Positions in the CH domains are according to the IMGT unique numering for C

domain [21].
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Table 2 : Mass to charge ratios of thirty two of G3m alleles peptides observable after enzymatic
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digestion

CH Enzyme ORBI-

domain Mismatch MALDI TRAP
Theoretical proteotypic peptides m/z m/z+2 m/z+3 m/z+4
K. TKPWEEQYNSTFR . V 2 0 1686 843,44 562,6
K. TKPREEQYNSTFR . V 2 1 1656 828,44 547,8 414,7
K.LREEQYNSTFR .V 2 1 1443 721,99 481,6
V. DGVEVHNAKTKPWEEQYNSTFR . V 2 1 2635 1318,1 879,1 659,6
R . EEQYNSTFRVVSVLTVLHQ . D 2 1 2249 1125,1 750,4 563
R . EEQYNSTFRVVSVLTVVHQ . D 2 1 2235 1118,1 745,7 559,5
K. TKPWEEQYNSTFRVVSVLTVLHQ . D 2 1 2761  1381,2 921,1 691,1
K . GFYPSDIAVEWESSGQPENNYK . T 3 1 2517  1259,1 839,7 630
K . GFYPSDIAMEWESSGQPENNYK . T 3 1 2549 1275 850,4 638
K. GFYPSDIAVEWESSGQPENNYNTTPPML . D 3 1 3143  1572,2 1048,5 786,6
K . GFYPSDIAVEWESSGQPENNYNTTPPVL. D 3 1 3111  1556,2 1037,8 778,6
K . GFYPSDIAVEWESNGQPENNYNTTPPML . D 3 1 3170 1585,7 1057,5 793,4
S . DIAVEWESSGQPENNYK . T 3 0 1966 983,4 656 492,2
S . DIAMEWESSGQPENNYK . T 3 0 1998 999,4 666,6 500,2
S . DIAVEWESSGQPENNYNTTPPML . D 3 0 2592 1296,6 864,7 648,8
S . DIAVEWESSGQPENNYNTTPPVL . D 3 0 2560 1280,6 854,1 640,8
S . DIAVEWESNGQPENNYNTTPPML . D 3 0 2619 1310,1 873,7 655,5
K . SRWQQGNIFSC’SVMHEALHNHYTQK . S 3 1 3058 1529,7 1020,1 765,4
K . SRWQQGNIFSC'SVMHEALHNR . F 3 1 2557 1279,1 853,1 640
K . SRWQQGNIFSC'SVMHEALHNR . Y 3 1 2557 1279,1 853,1 640
K . SRWQEGNVFSC'SVMHEALHNR . F 3 1 2544  1272,6  848,7 636,8
K . SRWQEGNIFSC‘SVMHEALHNR . F 3 1 2558 1279,6 853,4 640,3
R . WQQGNIFSC‘SVMHEALHNHYTQK . S 3 0 2815 1408,1 939,1 704,6
R . WQQGNIFSC‘SVMHEALHNR . F 3 0 2314 1157,5 772 579,3
R . WQQGNIFSC‘SVMHEALHNR . Y 3 0 2314  1157,5 772 579,3
R . WQEGNVFSC'SVMHEALHNR . F 3 0 2301 1151 767,7 576
R . WQEGNIFSC'SVMHEALHNR . F 3 0 2315 1158 772,3 579,5
R . WQQGNIFSC‘SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK 3 1 3585 1792,9 1195,6 896,9
R . WQQGNIFSC‘SVMHEALHNRFTQK . S 3 1 2818  1409,7 940,1 705,3
R . WQEGNVFSC'SVMHEALHNRFTQK .S 3 1 2805 1403,1 935,8 702,1
R . WQEGNIFSC‘SVMHEALHNRFTQK . S 3 1 2819 1410,2 940,4 705,6
R . WQQGNIFSC‘SVMHEALHNRYTQK . S 3 1 2834 1417,7 9454 709,3

Masses are determined for detection on the MALDI and the ORBITRAP mass spectrometers. The

Methionine (M) could be oxidized. In this case, the mass to charge ratio would increase of 16.

MALDI : Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation ; ORBITRAP : ElectroSpray lonisation-TRAP ;

m/z : mass-to-charge ratio ; +2 , +3, +4 represent the peptide number of charges ; amino acids in bold

are implicated in the discrimination between G3m and IGHG3 alleles; « . » : site of enzymatic cut ; C°:

carbamidomethylated cysteine.
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Table 3: Gm immunoglobulin characteristics of the 5 experimental plasma samples

Individual G3m allele ® Expected proteotypic peptides References

European homozygous G3m5,10,11,13,14,26,27 DIAVEWESSGQPENNYNTTPPML® WQQGNIFSCSVMHEALHNR®

Beninese homozygous child 1 G3m5,10,11,13,14,26,27 DIAVEWESSGQPENNYNTTPPMLb WQQGNIFSCCSVMHEALHNR'[J [22]

Beninese homozygous child 2 G3m5,6,11,24,26 DIAVEWESSGQPENNYNTTPPVL WQEGNVFSCSVMHEALHNR®  [22]

Beninese heterozygous mother G3m5,10,11,13,14,26,27 DIAVEWESSGQPENNYNTTPPMLb WQQGNIFSCCSVMHEALHNR'[J [23]
G3m5,6,11,24,26,28 DIAVEWESSGQPENNYNTTPPVL WQEGNVFSC'SVMHEALHNR

Beninese homozygous child G3m5,10,11,13,14,26,27 DIAVEWESSGQPENNYNTTPPMLb WQQGNIFSCCSVMHEALHNR'[J [23]

® G3m alleles are deduced from the phenotype [8]

b Peptides observed either in MALDI or in ORBITRAP; simple or multiple charged; in oxidized form or not

« . » : site of enzymatic cut ; C°: carbamidomethylated cysteine.
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Table 4 : List of the transitions used for the SRM experiments
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Sequence Precursor(MH33+) Fragment Fragment type
WQQGNIFSCSVMHEALHNR 753.0 289.1 y2
WQQGNIFSCSVMHEALHNR 753.0 315.1 b2
WQQGNIFSCSVMHEALHNR 753.0 426.1 y3
WQQGNIFSCSVMHEALHNR 753.0 610.3 y5
WQQGNIFSCSVMHEALHNR 753.0 876.4 y7
WQQGNIFSCSVMHEALHNR 753.0 1007.4 y8
WQQGNIFSCSVMHEALHNR 753.0 1106.5 v9
WQQGNIFSCSVMHEALHNR 753.0 1296.5 yll
WQQGNIFSC(cam)SVMHEALHNR 772.0 426.1 y3
WQQGNIFSC(cam)SVMHEALHNR 772.0 443.2 b2
WQQGNIFSC(cam)SVMHEALHNR 772.0 539.3 \Z
WQQGNIFSC(cam)SVMHEALHNR 772.0 610.3 y5
WQQGNIFSC(cam)SVMHEALHNR 772.0 614.3 b5
WQQGNIFSC(cam)SVMHEALHNR 772.0 876.4 y7
WQQGNIFSC(cam)SVMHEALHNR 772.0 426.1 y3
WQQGNIFSCSVM(ox)HEALHNR 758.4 315.1 b2
WQQGNIFSCSVM(ox)HEALHNR 758.4 610.3 y5
WQQGNIFSCSVM(ox)HEALHNR 758.4 739.3 y6
WQQGNIFSC(cam)SVM(ox)HEALHNR 758.4 876.4 y7
WQQGNIFSC(cam)SVM(ox)HEALHNR 777.4 426.1 y3
WQQGNIFSC(cam)SVM(ox)HEALHNR 777.4 443.2 b2
WQQGNIFSC(cam)SVM(ox)HEALHNR 777.4 539.3 \Z
WQQGNIFSC(cam)SVM(ox)HEALHNR 777.4 876.4 y7
WQEGNVFSCSVMHEALHNR 748.6 289.1 y2
WQEGNVFSCSVMHEALHNR 748.6 426.1 y3
WQEGNVFSCSVMHEALHNR 748.6 539.3 \Z
WQEGNVFSCSVMHEALHNR 748.6 610.3 y5
WQEGNVFSCSVMHEALHNR 748.6 739.3 y6
WQEGNVFSCSVMHEALHNR 748.6 876.4 y7
WQEGNVFSC(cam)SVMHEALHNR 767.7 289.1 y2
WQEGNVFSC(cam)SVMHEALHNR 767.7 426.1 y3
WQEGNVFSC(cam)SVMHEALHNR 767.7 501.2 b4
WQEGNVFSC(cam)SVMHEALHNR 767.7 615.2 b5
WQEGNVFSC(cam)SVMHEALHNR 767.7 876.4 y7
WQEGNVFSC(cam)SVMHEALHNR 767.7 1108.4 b9
WQEGNVFSC(cam)SVMHEALHNR 767.7 1193.5 y10
WQEGNVFSCSVM(ox)HEALHNR 754.0 289.1 y2
WQEGNVFSCSVM(ox)HEALHNR 754.0 426.1 y3
WQEGNVFSCSVM(ox)HEALHNR 754.0 501.2 b4
WQEGNVFSCSVM(ox)HEALHNR 754.0 615.2 b5
WQEGNVFSCSVM(ox)HEALHNR 754.0 739.3 y6
WQEGNVFSCSVM(ox)HEALHNR 754.0 876.4 y7
WQEGNVFSC(cam)SVM(ox)HEALHNR 773.0 289.1 y2
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WQEGNVFSC(cam)SVM(ox)HEALHNR 773.0 315.1 b2
WQEGNVFSC(cam)SVM(ox)HEALHNR 773.0 426.1 y3

The precursor ions were in triply-charged (MH;**) form; cam: carbamidomethylated cysteine; ox:
oxidized Methionine (M), accepted nomenclature for fragment ions as proposed by Roepstorff and

Fohlman [25].
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Table 5: Discriminating power of the Gm system in different areas representing the feasibility of the

method
Number of different Average by
Ethnies and countries® n Gm haplotypes Discriminating power (%) area (%)
France 2716 6 75.35 75.35
Wayapis from French
Guiana 294 3 47.24 49.87
Wayanas from French
Guiana 165 3 52.50
Bwas from Mali 600 8 82.56 83.00
Dogons from Mali 221 7 76.20
Bobos from Mali 175 9 87.63
Baoule from Ivory Coast 198 7 85.68
Abrons from Ivory Coast 135 8 85.65
Ambhara from Ethiopia 78 8 85.60
Berbers from Kabily
(Algeria) 103 7 85.12
Pygmies (Aka)from
Central African Republic 900 5 70.17
Malagasy 165 7 88.38

® data issued from [13] ; nis the number of subjects for each ethnic group or country; the
discriminating power is estimated by 1-Pi. Pi is defined as the sum of the square of frequencies of all

Gm genotypes.
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Informations complémentaires

ll/Informations complémentaires

I/LES ACTEURS

Cette aventure a démarré en septembre 2009. Jean-Michel Dugoujon ('UMR 5288, Centre National
de la Recherche Scientifique (CNRS) / Université Paul Sabatier Toulouse Ill), avec qui notre équipe
collabore depuis 2007 sur des problématiques en lien avec les allotypes d’lg, nous a orientées,
Florence Migot-Nabias et moi, vers Marie-Paule Lefranc (Laboratoire d’ImmunoGénétique
Moléculaire (LIGM) de Montpellier), spécialiste des immunoglobulines, tandis que nous prenions
contact avec la Plate-forme Protéomique Paris 5 (3P5/UPD) et en particulier avec Patrick Mayeux et
Francois Guillonneau afin d’avoir leur avis sur la faisabilité du projet. La caractérisation des allotypes
d’lgG des échantillons par la technique d’inhibition d’hémaglutination a été effectuée par Evelyne
Guitard ('UMR 5288, CNRS / Université Paul Sabatier Toulouse Ill) et Florence Migot-Nabias. J'ai
réalisé la liste de peptides discriminants avec lI'aide de Marie-Paule Lefranc, la majorité des
purifications (Prisca Lévy (UMR 216), Emmanuelle Renard (UMR 216) et Florence Migot-Nabias ont
également participé a cette étape) et la digestion enzymatique des 1gG3 (avec les conseils avisés de
Francois Guillonneau). La nanochromatographie et I'analyse par spectrométrie de masse ont été
réalisées par I'équipe de 3P5. La base de données IMGT® a été alimentée par Frangois Ehrenmann
(LIGM) et Marie Paule Lefranc. Frangois Guillonneau et Marie-Paule ont congu la base Parasito-
swissprot a partir de laquelle les interrogations sur Mascot ont été effectuées. Les interrogations ont
été réalisées par Virginie Salnot (équipe de 3P5) et moi-méme. L'analyse semi-quantitative a été
réalisée par Laila Sago (étudiante en Master 2 Ingénierie de plate-forme, équipe de 3P5). Suite aux
résultats incomplets obtenus sur le couple mére/enfant, une seconde plate-forme a été contactée :
I'unité de Spectrométrie de Masse Biologique et Protéomique (SMBP), située a I'Ecole Supérieure de
Physique et de Chimie Industrielles de Paris. Joelle Vinh (SMBP) et Giovanni Chiappetta (SMBP) nous
ont rejoints dans cette aventure pour la réalisation des analyses en SRM. Ce travail a fait I'objet d’une
demande de brevet francais aupres de I'Institut National de la Propriété Industrielle (INPI) en ao(t

2011.

I 1/RESULTATS ASSOCIES A L’ARTICLE
L'article est actuellement en révision avec une date de re-soumission proche. Les résultats présentés
dans ce paragraphe seront potentiellement ajoutés a la prochaine version de I'article (celle qui sera

jointe au mémoire final).
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La validité de la purification des 1gG3 a été vérifiée par ELISA. Dans la Figure 29, sont représentées les
différentes étapes de purification. En bleu, le pourcentage d’IgG3 est calculé pour chacune des
étapes en fonction de la quantité initiale dans le plasma. Selon ces rendements, il semble que I'étape
de purification par la protéine A n’est pas aussi efficace qu’attendu. En effet, il semblerait que la
protéine A retienne une quantité non négligeable d’IgG3 dans la colonne. En revanche, le rendement
de la purification par protéine G est nettement meilleur : 28% d’lgG3 sont déposées, 22% d’lgG3 sont
récupérées purifiées, ce qui donne un rendement de 80%. La somme des pourcentages représentés
dans ce schéma n’atteint pas 100%. En effet, seules les fractions essentielles ont été testées afin
d’avoir une notion globale de l'efficacité de la purification. Afin d’améliorer cette étape de
purification, il serait peut étre judicieux de supprimer la purification par protéine A et ne réaliser
gu’une purification par protéine G. Etant donné que les 32 peptides (Table 2 de l'article) sont
discriminants pour les IgG3 (méme en comparaison des autres sous-classes), cette alternative semble

adaptée.

Colonne
protéine A

RelientIgG-1,-2, -4, IgA el IgM r—\

), U—U—
J

lasma

100%

° o dilué % U U

Tubes Fractionde filtrat Fractionsde lavape Fractions <’dlution
28% 3% 34%

Composilion lheorigque IgG3, proteines plasma lgG1,1gG2, IgG4d

Colonne
protéine G

RelienllgG-1,-2,-3el 4
— —

Tubes Fractionde filtrat Fractionsde lavage Fractions d'dlution
22%
Composilion Lhéorique Proléines plasma lgG3

Figure 29 : Schéma des étapes de purification de I'lgG3 a partir d’un échantillon de plasma et leurs rendements
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La sensibilité de la méthode a été testée en mixant artificiellement les IgG3 purifiées provenant de 2
plasmas d’individus homozygotes pour des alleles G3m distincts. L'individu porteur de I'allele
G3m5,10,11,13,14,26,27 exprime le peptide WQQGNIFSCSVMHEALHNR et le second individu porteur
de l'allele G3m5,6,11,24,26 exprime le peptide WQEGNVFSCSVMHEALHNR. Les ratios volumiques
1:0, 16:1, 8:1, 4:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 0:1 ont été réalisés avant la réduction, I'alkylation et la
digestion enzymatique. Dans la Figure 30, on constate que les 2 peptides ont des abondances qui
varient du simple au double (dans les ratios 1 :0 et 0 :1) et sont en abondance similaire au ratio 1 :2
(et non 1:1). Ces observations peuvent étre probablement expliquées par le fait qu’il s’agit de ratios
volumiques et non de concentration. Elles suggéerent que le peptide WQQGNIFSCSVMHEALHNR est
exprimé de maniére plus abondante chez l'individu homozygote pour G3m5,10,11,13,14,26,27 que
son analogue chez I'autre individu ou révelent un probléme technique, notamment au niveau de la

purification qui pourrait sélectionner des 1gG3 porteuses de certaines combinaisons allotypes.

2.50E+07

2 00E+O7

1.50E+07
B WQQGNIFSCSVMHEALHNR (+2)

B WQEGNVFSCSVMHEALHNR (+2)

1.00E+07 -

5.00E+06

0.00E+00 -

1.0 16:1 8:1 4:1 21 11 12 14 18 1:16 01

Figure 30 : Abondances relatives des peptides discriminants, obtenues a partir des ratios volumiques de 2 plasmas
provenant d’individus homozygotes pour les alleles G3m5,10,11,13,14,26,27 ou G3m5,6,11,24,26

On constate également que les ratios 1:0 et 0:1 ne sont pas « purs ». Les données de ce graphique
sont brutes sans retrait de bruit de fond. Il est probable que pour le ratio 1:0, le léger signal du
peptide non attendu WQEGNVFSCSVMHEALHNR correspondent a du bruit de fond. En revanche,
pour le ratio 0:1, le signal, plus fort, révéle peut étre une contamination entre les échantillons.
Cependant, I'abondance de ce méme peptide observée au ratio 1:16 reste plus élevée que dans le
ratio 0 :1 (et il en est de méme pour les ratios 16 :1 et 1 :0), ce qui suggere que la méthode est assez

sensible pour pouvoir détecter et quantifier un signal dilué au moins au 1 :16.
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11 1/RESULTATS COMPLEMENTAIRES A CEUX DE L’ARTICLE

Deux individus hétérozygotes pour les alleles G3m5,10,11,13,14,26,27 / G3m5,6,11,24,26 ont été
sélectionnés pour valider la méthodologie et tester la quantification absolue. Ces échantillons ont été
purifiés, digérés et analysés selon le méme protocole que décrit dans I'article a I'exception de
I'utilisation de la trypsine seule pour digérer la protéine (sans AspN) et I'alkylation qui avait été
suspectée comme étant responsable de la non-détection du peptide WQEGNVFSCSVMHEALHNR
dans I"échantillon de la mere. En effet, I'alkylation (réalisée apres réduction de la protéine) est une
étape d'attachement d'un groupement alkyle sur les cystéines afin qu’elles ne puissent pas reformer
de ponts disulfures. Or, une alkylation partielle, génére des peptides sous plusieurs formes, avec ou
sans groupement alkyle, ce qui dilue le signal.

En plus du protocole précédent, les échantillons ont été analysés en SRM MS-MS conjointement a
des peptides AQUAZ®. |l s’agit de peptides synthétiques marqués qui miment les peptides natifs
formés lors de la protéolyse de I'lgG3 et qui agissent comme un standard interne, permettant ainsi la

guantification absolue.

L'analyse des peptides obtenus est réalisée selon 2 approches complémentaires : I'Orbitrap et la
SRM. Ces 2 appareils n’ont pas le méme fonctionnement de détection des peptides et une approche
combinée assure la détection des peptides d’intérét.

Les résultats obtenus a I'Orbitrap ont permis de détecter le peptide WQEGNVFSCSVMHEALHNR pour
I'un des 2 échantillons et les 2 peptides d’intérét pour le second échantillon. Les résultats obtenus en
SRM avec les peptides AQUA® montrent la détection des 2 peptides d’intérét pour les 2 échantillons.
Dans la Figure 31, I'abondance relative du peptide WQEGNVFSCSVMHEALHNR, précédemment non
détecté en SRM MS-MS (cf article), est mise en relation avec le temps de rétention
(nanochromatographie). Le peptide synthétigue AQUA® WOQEGNVFSCSVMHEALHNR permet
d’assurer que le peptide représenté par un pic similaire dans les échantillons est bien le peptide
attendu. Ce résultat signe la faisabilité de la méthode proposée. L'analyse de nouveaux couples
meére/enfant permettra de conclure sur la possibilité de distinction des anticorps maternels et néo-

synthétisés. Ces résultats sont attendus trés prochainement.

126



Distinction des anticorps de la mere et du nouveau-né

Relative Abundance

Informations complémentaires
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Figure 31 : Abondance relative du peptide WQEGNVFSCSVMHEALHNR mesurée en SRM MS-MS
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PARTIE 1l

Antigenes solubles et
tolérance immunitaire :
importance des
polymorphismes génétiques
des parasites infectants
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Introduction

L'hypothese de la tolérance immunitaire a été avancée suite a des études épidémiologiques pour
expliquer que les enfants nés d’'une mere ayant une infection palustre placentaire a I'accouchement
font des infections palustres plus précocement que les autres. Cette hypothese a été étayée par des
approches immunologiques annoncant, entre autres, que certains antigenes parasitaires passeraient
la barriére placentaire, sensibiliseraient le foetus et seraient responsables de ce phénomeéne observé
chez I'’enfant. L’hypothese développée dans ce travail propose que la tolérance immunitaire est un
phénomene qui ne pourrait étre induit que par les antigenes porteurs des mémes polymorphismes
que ceux rencontrés jin utero, ceux-ci étant les seuls a pouvoir étre en contact avec le feetus. En
caractérisant les polymorphismes des antigénes des parasites infectant la mére a I'accouchement et
ceux dont I'enfant a fait I'expérience lors de ses premiéres infections, et en mettant en paralléle les
données cliniques de I'enfant, il serait possible d’avancer que la rencontre avec des antigenes
parasitaires solubles est responsable du phénomeéne de tolérance immunitaire. Une autre approche
serait de vérifier si les enfants sont plus permissifs aux infections caractérisées par le polymorphisme

retrouvé in utero et ainsi valider (ou non) I’'hypothese de travail.

Matériel et méthode

Au sein de I'étude, 46 enfants nés de mere impaludée a I'accouchement ont été infectés au moins
une fois pendant leurs 18 premiers mois de vie. Les polymorphismes des antigénes retrouvés in utero
et au cours du suivi de I'enfant ont été caractérisés par analyse de fragments (électrophorese par
capillaire) puis associés aux données cliniques et biologiques recueillies pendant leur suivi.

La seconde approche (savoir si les enfants sont plus tolérants aux infections caractérisées par le
polymorphisme retrouvé in utero) a été abordée par 2 stratégies complémentaires de géographie de
la santé (cartographie et indice de concentration des alléles) et de statistiques.

Résultats

La comparaison des données cliniques et des polymorphismes génétiques parasitaires ne permet pas
de répondre a I'hypothese de travail. En revanche, les approches géographique et statistique
suggerent que les enfants nés de meres ayant une infection placentaire sont plus sensibles a
I'infection caractérisée par les mémes polymorphismes du géene glurp que ceux caractérisés a partir
de I'apposition placentaire et donc potentiellement rencontrés par le foetus in utero.

Conclusion

Ce travail a permis de confirmer le réle des polymorphismes génétiques parasitaires dans la
sensibilité aux infections des enfants nés de meres infectées a I'accouchement. Le phénomeéne de
tolérance immunitaire causée par des antigénes parasitaires solubles semble étre validé par ce

travail.
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|/ Approche biologique

I/MATERIEL ET METHODES : OUTILS BIOLOGIQUES ET ANALYSE STATISTIQUE

I-1/ Groupes de sujets, choix de la méthode et matériel
Au regard des observations faites par les études épidémiologiques, la tolérance immunitaire peut se
traduire par une infection précoce. En d’autres termes, ce sont les parasitémies et le délai de
survenue des infections qu’il faut comparer entre les infections caractérisées par le méme
polymorphisme qu’in utero (MPIU) ou par un polymorphisme différent (PDIU). L’hypothése de travail
se base sur la tolérance immunitaire et seuls les enfants nés d’'une mere porteuse de parasites
placentaires sont concernés par ce phénomene. Dans ce contexte, I'enfant est donc son propre
témoin, puisque ce sont les infections d’'un enfant né de meére infectée qui doivent étre comparées
entre elles. De plus, certaines études épidémiologiques ont observé une précocité de I'infection sans
prendre en compte la symptomatologie [160-162] alors que d’autres ont considéré les accés
palustres précoces [163]. Il serait donc également intéressant d’associer la symptomatologie a notre
analyse. Quarante six couples mére/enfant de la cohorte de Tori-Bossito sont concernés par notre

approche.

Les polymorphismes génétiques parasitaires ont été caractérisés par une approche de biologie
moléculaire a partir des confettis collectés a I'accouchement et pendant le suivi de I'enfant (visites
mensuelles systématiques et consultations). Les antigénes MSP2 et GLURP ont été sélectionnés pour
leur important polymorphisme et la présence d’une seule copie de leurs génes dans le génome du
parasite. Les alleles des 2 génes étudiés ont été amplifiés par PCR (polymerase chain reaction) et
caractérisés par analyse de fragments. Cette technique n’est pas extrémement rigoureuse. En effet, 2
alleles qui possédent des différences de séquences mais qui ont la méme taille sont, par cette
méthode, considérés comme identique. Le nombre de polymorphismes génétiques est donc sous-

estimé. Cependant, au vu du nombre d’échantillons, cette approche a été préférée a du séquencage.
1-2/ Stratégie, extraction et amplification

[-2-1/ Stratégie d’analyse biologique
En se basant sur la lecture microscopique des appositions placentaires, 60 échantillons de méres ont
été sélectionnés. Une premiére PCR de détection de P. falciparum a été réalisée sur les échantillons
maternels (confettis de sang placentaire) pour confirmer I'infection. Les confettis du suivi des enfants
dont les échantillons maternels étaient positifs en PCR ont été testés en PCR de détection de

P. falciparum (Figure 32). Seuls les échantillons positifs a cette premiere PCR ont été sélectionnés
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pour caractériser le polymorphisme des génes codant pour les antigeénes parasitaires (par une
seconde PCR). Cette stratégie a ainsi pu limiter le nombre d’échantillons a exploiter par
électrophorese capillaire en passant de 1600 confettis testés en PCR de détection a 270 échantillons

pour la PCR d’identification allélique.

Extraction au Chelex® 1600 confettis
PCR de détection de P falciparum: géne 185 1600 tests
PCR de polymorphisme: mspZ et glurp 270 tests

Analyse de fragments: Genescan

Figure 32 : Stratégie des PCR réalisées pour caractériser les polymorphismes des génes codant pour des antigénes des
parasites infectant la meére et son enfant au cours du suivi
PCR : polymerase chain reaction ; pb : paire de bases ; * : amorces anti-sens marquées avec un fluorochrome.

[-2-2/ Extraction
Le protocole suivi correspond a celui publié par Plowe et al., en 1995 [196]. Brievement, des confettis
de tailles similaires sont découpés précautionneusement a l‘aide de ciseaux et de pince
préalablement désinfectés a I'eau de javel. Les confettis sont incubés toute la nuit a 4°C dans une
solution de saponine a 0.5%. Le surnageant est délicatement éliminé. Les confettis sont ensuite
rincés 30 minutes dans la glace avec du PBS (phosphate buffered saline) avant d’ajouter une solution
de Chelex® a 7%. Les échantillons sont chauffés 10 min a 100°C. Le surnageant est ensuite collecté en
prenant garde a ne pas prélever de billes de Chelex® qui inhiberaient les PCR. Les ADN extraits sont

conservés a -20°C.

I-2-3/ PCR de détection de P. falciparum
Une PCR nichée est réalisée en amplifiant le géne 18S pour déterminer la présence de P. falciparum
[197]. Le protocole est résumé dans le Tableau 9. Les premieres amplifications sont réalisées avec un
volume total de 50uL. L'enzyme utilisée est la GoTaq polymérase de Promega a 1.25 unité. Le

mélange réactionnel est composé de 4 mM de MgCl,, 200 uM de dNTPs et 250 nM de chacune des
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amorces. Les deuxiemes amplifications sont réalisées avec un volume total de 20uL composé des

mémes concentrations de chacun des réactifs et de la méme enzyme.

Amorces Premiére FCR Deuxieme PCR
Sens rPLUL 5'-TCAAAGATTAAGCCATGCAAGTG-3'  [FALL 5'-TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT-3'
Anti-sens rPLUS 3"-CCTGETTGTTGLCTTAAACTCC-3" FALZ 5"-ACACAATGAACTCAATCATGACTACCLGTC-3'
Taille Iattenduede 1640 pb 205 pb
I'amplicon
Cycles Etapes Température (en °C) Durée Température [en °C) Durée
1 Dénaturation initiale 24 4 min 94 4 min
Dénaturation 94 30 sec 94 30 sec
2 |Hybridation 53 1 min 63 1 min
Elorgation 72 1 min 72 1 min
—effectuer 5 fais le cycle 2 —effectuer bfos le cycle 2
Dénaturation a1 30 sec 91 30 zec
3 |Hybridation 55 1 min 58,2 1 min
Clorgation 72 1 min 72 1 min
—effectuer 30 fois le cycle 3 —effectuer 35 fois le cycle 3
4  Elongation finae 72 4 min 72 4 min

Tableau 9 : Amorces utilisées et parametres de la PCR de détection de P. falciparum

I-2-4/ PCR de polymorphisme de msp2 et glurp

Une PCR nichée est réalisée pour caractériser les polymorphismes des génes msp2 et glurp de
P. falciparum. Les amorces sélectionnées sont celles publiées dans le document « Methods in Malaria
Research » [198], excepté I'amorce anti-sens utilisée pour la deuxieme amplification de glurp (voir le
paragraphe consacré a glurp ci-dessous). Le programme est détaillé dans les Tableau 10 et Tableau
11. Toutes les amplifications sont réalisées dans un volume total de 50uL. La Taq polymérase
d’Applied Biosystem est utilisée a 0.25 unité. Le mélange réactionnel est composé de 4 mM de
MgCl,, 200 uM de dNTPs et 250 nM de chacune des amorces, excepté pour I'amplification de msp2-
FC27 ou il a été utilisé 3 mM de MgCl,.

Pour les deuxiemes PCR, les 3 amorces anti-sens sont marquées a leur extrémité 5' par un
fluorochrome spécifique, a savoir le 6-FAM (6-CarboxyFluorescein Aminohexyl Amidite) pour msp2-
3D7, HEX (6-(4,7,2’,4’,5’,7’-Hexachloro-3’,6’-dipivaloylfluoresceinyl-6-carboxamido)-hexyl-1-O-[(2-
cyanoethyl)-(N,N-diisopropyl)]-phosphoramidite) pour msp2-FC27 et NED pour glurp. Le
fluorochrome 6-FAM émet a 517 nm dans le bleu, le HEX émet a 556 nm dans le vert et le NED émet
a 575 nm dans le jaune. Ainsi, les PCR ont été réalisées séparément et ont été mixées pour la lecture

par électrophorése capillaire.
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msp2
Amorces Premiere PCR Deuxieme PCR
Sens 5-ATGAAGGTAATTAAAACATTGTCTATTATA-3' 5-AGAAGTATGGCAGAAAGTAAKCCTYCTACT-3'
Anti-sens 5'-CTTTGTTACCATCGGTACATTCTT-3! [6-FAM]5"-GATTGTAATTCGGGGGATTCAGTTTGTTCG-3'
Ta||!e atte.hndue 703 pb 473 pb
de I'amplicon
M~
r& Cycles Etapes Température (en °C) Durée % Température (en °C) Durée
E 1 Nénaturation a5 7 min rg_ 95 7 min
initiale Lé’
Dénaturation a5 1 min 95 1 min
2 |Hybridation 62 1 min 67 1 min 30 sec
Elongation 72 1 min 72 1min
—effectuer 40 fois le cycle 2 —effectuer 40 fois le cycle 2
3 Elongation 72 10 min 72 10min
finale

msp2-FC27

Deuxieme PCR

5'-AATACTAAGAGTGTAGGTGCARATGCTCCA-3"
[HEX]S'-TTTTATTTGGTGCATTGCCAGANCTTGAAC-3'

72

341 pb
Température (en °C) Durée
95 7 min
95 1 min
69,5 1 min 30 sec
72 1 min

—ellectuer 40 [vis le cycle 2

10min

Tableau 10 : Amorces utilisées et parameétres de la PCR de caractérisation du polymorphisme de msp2

K=G+T, R=A+G, Y=C+T

glurp

L'amorce anti-sens de glurp a été modifiée par rapport au protocole décrit dans « Methods in
Malaria Research » car la taille attendue de I'amplicon est de 983 pb. Le marqueur de taille utilisé au
Genescan est le LIZ 1200 (AppliedBiosystems, Forster City, USA) et des tailles allant jusqu’a 1200 pb
peuvent lui étre assignées. Cependant, une certaine variation de taille est attendue et aurait pu
mener a des pics en dehors de cette échelle de détection. De plus, les mesures correspondant a des

tailles élevées ne sont pas trés résolutives. Il a donc été choisi de dessiner une autre amorce

permettant d’obtenir un amplicon de taille plus raisonnable.
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A sécuence nucléolidique de I'amplicon de giurp:

GT CACACTCAACAATTAGATTTAGATCATAAAACAGTTGAT CCAGAAATAGTAGAAGT GAAGAAATTCCTTCAG
AACTACATGAAAATGAAGTG GCTCATCCAGAAATTGTTGAAATTGAGGAAGTTTTTCCTGAACCAAATCAAAATAA

CGAATTTCAAGAAATTAATOAAGATGATAAAAGTGCACATA

Sécuence proléique cblenue 3 parlir de la séquence nucléolidique précédente {(en supprirrant le 1°
nucléolide pour &lre dans le bon cadre de lec.ure):

VHTEQLDLDHKTYDPEIVEVEEIPSELHENEVAHPEIVEIEEVFPEPNQNNEFQEINEDDKSAH

i

1015
1035
1054
1073
1wz
1152

m?

Figure 33 : Localisation de "'amplicon traduit par rapport aux régions répétées de GLURP (réalisé d’apres [114])

Dans la Figure 33 — A, sont représentées les séquences nucléotidiques de I'amplicon et leur
traduction en séquence protéique (surligné en rose). Borre et al., ont décrit les zones de répétitions
R1 et R2 de la protéine GLURP, schématisées dans la Figure 33 en B et C [114]. Le second bloc
encadrant les séquences répétées de la région R2 héberge également 'amplicon (surligné en rose)
généré avec la nouvelle amorce. La nouvelle amorce permettra donc I'amplification d’un fragment

d’ADN polymorphe, dont les variations de séquences seront utiles pour la caractérisation des génes
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codant pour les antigenes des parasites infectants.
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Amorces Premiére PCR Deuxiéme PCR
Sens 5 -TGAATTTGAAGATGTTCACACTGAAC-3' S -TGTTCACACTGAACAATTAGATTTAGATCA-3!
Anti-sens 5-GTGGAATTGCTTTTTCTTCAACACTAA-3' [NED]5'-TATGTGCACTTTTATCATCTTCATT-3'
lT,:r:;‘?;:;ndue de 995 pb 104 pb
2
S Cycles Etapes Température (en °C) Durée Température (en °C) Durée
o 1  Dénaturation initiale 95 7 min 95 7 min
Dénaturation 95 1 min 95 1 min
2 |Hybridation 54 1 min 54 1 min 30 sec
Elongation 72 1 min 72 1 min
=reflectuer 40 fois le cycle 2 =efllecluer 40 lois le cycle 2
3 Elongation finale 72 10 min 72 10 min

Tableau 11 : Amorces utilisées et parameétres de la PCR de caractérisation du polymorphisme de glurp

I1-3/ Analyse de fragments et nettoyage des données

[-3-1/ Protocole
Pour chaque échantillon, les produits de PCR issus des 3 PCR nichées ont été mixés selon un ratio de
un tiers pour I'analyse de fragments. Les concentrations en sels dans les échantillons pouvant ralentir
la migration et géner l'analyse, il a été effectué une purification sur colonnes de Sephadex G50. Les
échantillons ont ensuite été dilués au 1/10° puis mixés avec 8 pL de Hi-Di formamide et 0,5 pL de
marqueur de taille LIZ 1200 (AppliedBiosystems, Forster City, USA). Les échantillons ont été
dénaturés a 95°C pendant 5 minutes avant d’étre injectés dans I'analyseur ABI 3130XL. Chaque
amplification a donné lieu a des pics de fluorescence correspondant aux différents alléles des genes
msp2 et glurp. L'analyse des résultats bruts a été faite par le logiciel GeneMapper v4.0

(AppliedBiosystems, Forster City, USA).

I-3-2/ Analyse informatique
La Figure 34 représente l'analyse d’'un échantillon par le logiciel Genemapper v4.0. Dans
I’électrophorégramme sont représentés en noir les pics correspondant aux amplifications de glurp et
en orange le marqueur de taille LIZ 1200. Ainsi, dans cet échantillon, 4 alleles aux alentours de 200
pb ont été amplifiés. En dessous de I'électrophorégramme se trouve la table recensant la liste des
pics observés, avec pour chacun, la taille du pic (« size »), son intensité de fluorescence (« height »,

en rfu (relative fluorescence unit)) et I'aire sous le pic (« area »).

La considération des pics repose sur leurs intensités de fluorescence en fonction du seuil de
positivité. Genemapper v4.0 définit par défaut que le seuil pour prendre en considération les pics est
de 50 rfu; dans la littérature, les valeurs varient entre 80 [45] et 300 rfu [199,200]. Au regard des
différents profils de réponse, nous avons placé le seuil d’intensité de fluorescence minimum a 100

rfu.
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Figure 34 : Electrophorégramme et table de valeur des pics des produits de PCR fluorescents

De méme, la limite en nombre de bases permettant de distinguer 2 pics tres proches au sein d’un
méme échantillon est variable. Dans certaines études, la limite est placée a 1 nucléotide [200].
D’autres études placent la limite a 3 nucléotides, ce qui correspond a un codon [199]. Nous avons
préféré cette seconde option. Quelques échantillons ont été testés en double afin de vérifier la
reproductibilité des résultats obtenus. Les différences de tailles pour un méme pic varient de I'ordre
de 2 nucléotides, ce qui renforce le choix de placer la limite a 3 nucléotides pour distinguer 2 pics
différents.

La limite en nombre de bases permettant de déterminer si 2 pics inter-échantillon sont identiques
varie également de 1 a 3 nucléotides, selon les références [45,199,200]. Nous avons opté pour 3

nucléotides.

Enfin, Liljander et al., ont publié un article en 2009 qui portait sur I'analyse de fragments de msp1 et
msp2 par électrophorése capillaire [199]. Les auteurs ont montré que |'analyse par cette technique
faisait apparaitre certains artéfacts qui n’étaient pas visibles avec I'analyse sur gel d’agarose. lls ont

classé ces artéfacts en 2 catégories : les « pics compagnons » (companion peak) et le « bégaiement
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de pics » (stutter peaks ). Les pics compagnons ne peuvent étre détectés que si les échantillons sont
testés en réplicat (Figure 35 — A). Dans cette étude, une dizaine d’échantillons ont été analysés en
double, pour lesquels aucun pic compagnon n’a été détecté. En revanche, des bégaiements de pics
ont été retrouvés. Tout comme les auteurs le décrivent, des bégaiements d’'un multiple de 6 pb ont
été observés pour I'allele msp2-3D7 et d’un multiple de 12 pb pour I'allele msp2-FC27 (Figure 35 — B).
Pour l'allele msp2-FC27, il a également été retrouvé le bégaiement de 96-97 pb signalé par les
auteurs. Pour chaque groupe de bégaiement de pics, seul le pic possédant I'intensité la plus forte (et

I'aire sous pic la plus grande dans le cas ou deux pics possédaient la méme intensité), a été conservé.

Il n’a été retrouvé aucun bégaiement pour glurp.

Un programme informatique congu a partir du logiciel Stata XI® a permis de nettoyer les données de

maniere automatique et standardisée.
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Figure 35 : Profils d’artéfacts obtenus lors d’'une analyse par électrophoreése capillaire. A) pic compagnon ; B) bégaiement

de pics [199]
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I-4/ Analyse statistique
I-4-1/ Stratégie d’analyse et tests

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel Stata XI® selon 2 stratégies :

- les données cliniques des enfants ayant été infectés au moins une fois par le MPIU ont

été comparées a celles des enfants ayant été infectés par un PDIU ;

Toutes les infections d’'un méme enfant sont moyennées afin de prendre en considération I'effet
« enfant », puis les moyennes de chaque groupe sont comparées par un test U Mann-Whitney. Cette
approche ne semble pas trés satisfaisante mais elle a néanmoins I'avantage d’augmenter la

puissance des tests statistiques en prenant en considération les 46 couples mére/enfant.

- par enfant, les données cliniques des infections caractérisées par le MPIU ont été

comparées a celles des infections caractérisées par des PDIU.

Pour chaque enfant, il y a les infections avec le méme alleéle ou avec un alléle différent. Pour prendre
en considération I'effet « enfant », les moyennes des données cliniques mesurées par enfant et par
groupe ont été calculées. Puis les moyennes de chacun des groupes sont comparées avec le test de

Wilcoxon qui prend en compte I'appariement des événements de chaque enfant.

[-4-2/ Les variables
La parasitémie est définie selon la formule suivante : (le nombre de trophozoites x 100) / le nombre
de leucocytes.

Le délai de survenue de la premiére infection est le nombre de jours entre la date de naissance et la

premiére infection détectée par PCR.

Le délai entre les infections est calculé pour chaque enfant et est défini comme étant le nombre de

jours entre 2 infections détectées par PCR.

La symptomatologie est définie par une infection (PCR positive) avec déclaration de symptomes :

température supérieure a 37,5°C au moment de la visite ou déclaration de fievre dans les derniéres

48 heures.

I-5/ Le réle de chacun dans ce projet
Les confettis collectés sur le terrain ont été triés par Rodolphe Ladékpo (Centre d'Etude et de
Recherche sur le Paludisme Associé a la Grossesse et I'Enfance/IRD) puis je les ai rapatriés en France.
Avec I'aide d’Emmanuelle Renard (UMR 216) nous avons réalisé les extractions et les PCR. Jai
contacté Bruno Coste et Natacha Martin qui travaillent sur la plateforme de génotypage et de
séquencgage du Centre Hospitalier Universitaire d’"Henri Mondor pour la lecture des échantillons sur

I'analyseur ABI 3130XL. Natacha a également réalisé les purifications et la dilution des produits de
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PCR. Bruno m’a formée sur le logiciel Genemapper v4.0 pour que je puisse réaliser les analyses. J'ai
congu le programme informatique sur Stata Xl avec les conseils avisés de Bich Tran Huynh, alors
étudiante en thése d’épidémiologie au sein de I'UMR 216. Les analyses descriptives et statistiques

ont été réalisées avec les conseils de Florence Migot-Nabias et d’André Garcia.
11/ RESULTATS

11-1/ Suivi des échantillons

La Figure 36 représente le devenir des échantillons.

60 couples mére infectée a Faccouchement / enfant
1600 échantillons

PCR £ falciparum

1330 échantillons négatifs dont 12 appositions placentaires

.,

A 4

[48 couples mére infectée a Faccouchement / enfant

270 échantillons

CR msp2 et glurp
-1 apposition placentaire négative

{1 infection au cours du suivi associée supprimée}

-1 enfant n‘ayant eu quune infection au cours du suivi dont la
PCR est négative

{1 apposition placentaire associée supprimée}

- 21 infections dont les PCR sont négatives

A

46 couples mére infectée a l'accouchement / enfant
245 échantillons
46 appositions placentaires
199 infections au cours du suivi des 46 enfants

/’ Données cliniques associées aux 199 infections \

Parasitémie

46 enfants

8 lames manquantes

191 infections avec une parasitémie

Délai entre les infections, 1° délai, symptomatologie
46 enfants

\199 infections //

Figure 36 : Diagramme de flux des échantillons des 60 couples mére/enfant et variables associées

La PCR de détection de P. falciparum a permis d’éliminer environ 80% des confettis initialement
sélectionnés. Cette PCR s’est révélée positive pour 23 échantillons pour lesquels la PCR de

caractérisation des polymorphismes de msp2 et glurp fut négative. La PCR de msp2 et glurp est
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positive pour 199 infections pendant le suivi des 46 enfants. La comparaison de ces résultats a ceux
obtenus en lecture microscopique a permis de mettre en évidence 55 infections (29%) sub-
microscopiques sur 191. Huit infections n’ont pas de parasitémie associée pour des raisons diverses :

lames illisibles ou lames manquantes.
11-2/ Description des données brutes

[1-2-1/ Diversité allélique
Les graphiques de la Figure 37 représentent la diversité allélique de chaque géne étudié dans la zone
d’étude, c'est-a-dire le nombre de fois ou chaque alléle a été retrouvé tout au long du suivi des 46
couples meére/enfant. Le géne msp2-3D7 posséde une grande diversité avec 108 alléles différents
dont peu sont présents avec une fréquence élevée (18 occurrences au maximum). Le géne msp2-
FC27 est beaucoup moins polymorphe avec 35 alleles présents en plus grand nombre avec un
maximum de 43 occurrences. Enfin, glurp, qui est plus diversifié que msp2-FC27, compte 86 alleles
dont 2 sont particulierement fréquents (les alléles de taille 161 pb et 308 pb), alors que les autres
alleles ont une abondance similaire a celle retrouvée pour msp2-3D7. Ces observations semblent
assez conformes a ce que l'on retrouve dans la littérature pour msp2 [45,200,201] et glurp
[114,201,202] (méme si les amorces utilisées ne sont pas tout a fait les mémes que dans cette

étude).

En bleu sont représentés les alléles retrouvés chez les méres et en rouge ceux des nouveau-nés
(Figure 37). Cette distinction aurait pu mettre en évidence des alléles retrouvés particulierement
chez I'une des deux populations. Il ne semble cependant pas y avoir de sélection des alléles due au

groupe d’individus infectés.

Le Tableau 12 recense de maniere chiffrée les informations de la Figure 37. On constate que les
alleles retrouvés chez les méres représentent environ la moitié des alléles retrouvés chez les
nouveau-nés et que ce ratio est respecté pour chaque gene. Concernant les tailles
attendues/observées des produits de PCR, les fourchettes sont assez larges et commencent assez
bas. Dans d’autres études, les tailles d’amplicons minimales sont de I'ordre de 175 pb pour msp2
[201,202] alors que Kobbe et al., ont également considéré les tailles avoisinant les 100 nucléotides
[45]. Dans cette étude, un seuil de 100 nucléotides a été arrété pour démarquer les amorces
(notamment) des amplicons. Peut étre que ce seuil devrait étre remis en question. Cependant, en
étudiant précisément les données, on constate qu’il n’existe pas de « saut » de tailles entre celles
inférieures et celles supérieures a 100 pb. Concernant les hautes tailles observées pour glurp (>700

pb), elles ne semblent pas particulierement étonnantes. Elles sont, pour certaines, observées
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plusieurs fois parmi différents échantillons. Dans cette étude, la taille maximum des alléles de glurp
correspond a environ 4 fois la taille attendue, alors que Borre et al., Masega et al., et Cattamanchi et
al., ont observé des tailles allant jusqu’a 3 fois la taille attendue [114,201,202]. Pour valider les
échantillons et déterminer si les tailles extrémes ne sont pas dues a une erreur technique, il faudrait

séquencer les produits de PCR.
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Figure 37 : Représentation graphique de la diversité allélique des génes glurp et msp2 (familles 3D7 et FC27)
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msp2-3D7 msp2-FC27 glurp

Nombre d'alléles sur toute I'étude 108 35 86
Taille des amplicons attendue (pb) 473 341 194
Taille des amplicons observée (pb ; min-max) 101-637 116-590 101-944
Nombre d’alléles dans la population des méres 58 16 37
Nombre d’alléles dans la population des nouveau-nés 91 33 76

Total alleles communs entre une mére et son enfant 5 6 7
Nombre d'alléles >10 occurrences 6 6 6

dont alleles communs entre une meére et son enfant 1 4 4

Tableau 12 : Valeurs chiffrées de la diversité allélique des génes glurp et msp2 (familles 3D7 et FC27)

Il est également intéressant de voir si la prévenue du méme alléle chez la mére et I'enfant est liée a la
fréquence de ces alléles (Tableau 12). Ces deux parametres semblent nettement liés (msp2-FC27
(66%) et glurp (57%)) avec cependant moins de force pour msp2-3D7 (20%). Cette question sera

abordée dans la deuxieme partie de ce projet.

11-2-2/ Multiplicité d’infection
La multiplicité d’infection (MOI) est définie comme étant le nombre de clones parasitaires infectant
simultanément un individu au cours d’une piqlre. Dans cette étude, puisque chacun des génes msp2
et glurp n’est retrouvé qu’en une seule copie dans le génome du parasite, la MOI a été calculée en
prenant le plus grand nombre de génotypes obtenu pour I'un ou l'autre des genes. Pour msp2, le

nombre de génotypes est égal a la somme des génotypes de msp2-3D7 et msp2-FC27.

Visites moyenne MOI min max effectif
Apposition placentaire 3,0 1 9 46
Mensuelles 2,9 1 8 97
Consultations 3,1 1 10 102
Total 2,9 245

Tableau 13 : Multiplicité d’infection par type de visites au cours du suivi

La multiplicité d’infection est décrite dans le Tableau 13 pour chaque type de visite effectuée au
cours du suivi. Quel que soit le moment du prélévement, a I'accouchement, lors des visites
mensuelles (généralement asymptomatiques) ou lors des consultations (généralement
symptomatiques), la MOI ne varie que tres peu:environ 3 clones infectent en moyenne

simultanément l'individu. Plusieurs études ont montré une association positive entre la MOI et la
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densité parasitaire ou la MOI et le risque de développer un acces clinique, notamment pour les
enfants de moins de 2 ans [45,203-206]. A partir de 2 ans, |'association ne semble plus perdurer
[204,207]. Cependant, Mayengue et al., ne montrent pas d’association entre la MOI et la sévérité des
cas de paludisme ni méme avec la parasitémie, alors que I'étude a suivi des enfants agés d’au moins

6 mois [208].
1I-3/ Données cliniques et tolérance immunitaire

[1-3-1/ Comparaisons entre enfants : tous les antigeénes confondus
La premiére série d’analyse consiste a comparer les données cliniques des enfants appartenant a 2
groupes :
- ceux ayant été infectés par un PDIU (quelgue soit I'antigéne),

- ceux ayant été infectés au moins une fois par le MPIU au cours du suivi.

Les enfants ayant été infectés au moins une fois par le MPIU (125 infections) font globalement plus
d’infections que ceux qui ont été infectés par un PDIU (74 infections ; test du Chi2 de répartition

p=0.01).

Les résultats des différents tests statistiques sont synthétisés dans le Tableau 14. Aucune de ces

différences n’est significative.

Enfant n’ayant jamais eu Enfant ayant été infecté au

d’infection avec un clone moins une fois avec un clone

parasitaire présentant le parasitaire présentant le

méme polymorphisme méme polymorphisme qu’in

qu’in utero (PDIU) utero (MPIU)

N=23 enfts ou n=74 inf N=23 enfts ou n=125 inf

n n p
parasitémie* (/100 leuco) 71 459,51 120 287,32 0,3619°
délai 1° infection (jrs) 23 279,35 23 239,65 0,5678°
délai entre infections (jrs) 74 134,38 125 91,33 0,2768°

asympto/sympto)

Tableau 14 : Comparaison des données cliniques et biologiques des enfants ayant rencontrés ou non le méme
polymorphisme qu’in utero

enfts : enfants ; inf : infections ; leuco : leucocytes ; jrs : jours ; (a)sympto : (a)symptomatique ; * 8 parasitémies manquantes
(voir Figure 36) ; a : test U Mann-Whitney ; b : test du Chi2
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[1-3-2/ Comparaisons entre infections par des clones parasitaires présentant le méme
polymorphisme qu’in utero : tous les antigenes confondus
Au sein des 23 enfants ayant été infectés au moins une fois le MPIU, 2 groupes sont formés et
comparés:
- lesinfections avec le MPIU,

- les infections avec un PDIU.

Aucune des comparaisons présentées dans le Tableau 15 ne montrent de différence significative. On
peut néanmoins observer une tendance pour les infections caractérisées par le MPIU a étre plus

souvent asymptomatiques que celles occasionnées par un PDIU.

Infection avec un clone Infection avec un clone
parasitaire présentant un parasitaire présentant le
polymorphisme différent méme polymorphisme

(PDIV) (MPIU)

N=14 enfts ou n=67 inf N=9 enfts ou n=58 inf

n n p
parasitémie* (/100 leuco) 63 283 57 292 0,526°
délai 1° infection (jrs) 14 224,57 9 263,11 0,413°
délai entre infections (jrs) 67 95,90 58 86,05 0,637°
symptomatologie (nb d'inf; 67 28/39 58  33/25 0,092°

asympto/sympto)

Tableau 15 : Comparaison des données cliniques des infections caractérisées par le méme polymorphisme qu’in utero ou
par un polymorphisme différent

enfts : enfants ; inf : infections ; leuco : leucocytes ; jrs : jours ; (a)sympto : (a)symptomatique ; * 5 parasitémies manquantes
(voir Figure 36) ; ¢ : test Wilcoxon ; b : test du Chi2

[1-3-3/ Comparaisons entre enfants : glurp
Les comparaisons peuvent également étre faites par antigene. Au vu des effectifs, seules les données
de glurp peuvent étre analysées selon la méme stratégie d’analyse (comparaison entre enfants ou
comparaison entre infections). Sur les 46 enfants, 5 ont une PCR positive pour msp2 et négative pour
glurp. Ces 5 enfants qui comptabilisent au total 10 infections ont été supprimés de I'analyse. Sur 41
enfants, 17 ont rencontré au moins une fois le MPIU (soit 87 infections) contre 24 qui ont été

infectés par un PDIU (102 infections).

Dans le Tableau 16, sont synthétisés les différents tests statistiques qui comparent les données
cliniques aux infections caractérisées par le MPIU ou par un PDIU. Ces tests ne mettent pas en

évidence de différence significative entre les variables observées.

144



Antigénes solubles et tolérance immunitaire : importance des polymorphismes génétiques des parasites infectants

Approche biologique

Enfant n’ayant jamais eu Enfant ayant été infecté au

d’infection avec un clone moins une fois avec un clone

parasitaire présentant le parasitaire présentant le

méme polymorphisme de méme polymorphisme de

glurp qu’in utero (PDIU) glurp qu’in utero (MPIU)

N= 24 enfts ou n= 102 inf N= 17 enfts ou n= 87 inf

n n p
parasitémie* (/100 leuco) 98 370,82 84 282,09 0,427°
délai 1° infection (jrs) 24 260,17 17 239,82 0,771°
délai entre infections (jrs) 102 105,92 87 99,37 0,874°
symptomatologie (nb d'inf; 102 46/56 87 40/57 0,904

asympto/sympto)

Tableau 16 : Comparaison des données cliniques et biologiques des enfants ayant rencontrés ou non le méme
polymorphisme de glurp qu’in utero

enfts : enfants; inf: infections; leuco: leucocytes; jrs: jours; (a)sympto: (a)symptomatique,; * 7 parasitémies
manquantes ; a : test U Mann-Whitney ; b : test du Chi2

[I-3-4/ Comparaisons entre infections par des clones parasitaires présentant le méme

polymorphisme de glurp qu’in utero:

Par contre, parmi les 87 infections (d’enfants ayant été infectés au moins une fois par le MPIU), 40
sont caractérisées par un PDIU et 47 par le MPIU. |l ressort de ces tests que les infections avec le
MPIU sont davantage asymptomatiques et que la parasitémie a tendance a étre moins élevée

(Tableau 17).

Infection avec un clone Infection avec un clone
parasitaire présentant un parasitaire présentant le
polymorphisme de glurp méme polymorphisme

différent (PDIU) de glurp (MPIU)

N= 11 enftsou n=40inf = N= 6 enfts ou n=47 inf

n n p
parasitémie* (/100 leuco) 38 291,47 46 274,34 0,088°
délai 1° infection (jrs) 11 240 6 239,5 0,919°
délai entre infections (jrs) 40 120,33 47 81,53 0,363°
symptomatologie (nb d'inf; 40 13/27 47 27/20 0,03¢

asympto/sympto)

Tableau 17 : Comparaison des données cliniques des infections caractérisées par le méme polymorphisme de glurp qu’in
utero ou par un polymorphisme différent

enfts : enfants; inf: infections; leuco: leucocytes; jrs: jours; (a)sympto: (a)symptomatique,; * 3 parasitémies
manquantes ; ¢ : test Wilcoxon ; d : test exact de Fischer
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111/ CONCLUSION

Le choix des antigenes semble correct : le polymorphisme génétique retrouvé est assez étendu pour
travailler sur I'hypothése et caractériser convenablement les polymorphismes des antigenes. Une
assez grande variabilité a été retrouvée, notamment pour msp2-3D7 et glurp, conformément a ce qui

a été publié dans la littérature.

Il semblerait que les infections caractérisées par le méme alléle de glurp entrainent plus d’infections
asymptomatiques (tendance également observée avec I'analyse avec tous les antigénes confondus
(Tableau 15). Cependant, I'interprétation de ces résultats doit étre faite avec prudence.

La critique essentielle est que toutes les infections ont été comptées indépendamment. L’étude plus
précise des recrudescences/réinfections en fonction de la réponse clinigue (notamment la
symptomatologie) serait sans doute une meilleure approche. En effet, une seule et méme infection
est souvent caractérisée dans notre programme par une succession de mesures faites lors des
passages mensuels systématiques (portage asymptomatique) puis de mesures a l'occasion des
consultations (infections symptomatiques). Une ré-analyse des génotypes parasitaires permettrait

d’assigner I’'ensemble de telles mesures a une seule infection.

En conclusion, ces résultats ne semblent pas permettre de valider ou de réfuter I'hypothese selon
laquelle I'antigéne porteur du méme polymorphisme qu’in utero est associé a un phénomene de
tolérance immunitaire. Cependant, une autre démarche peut étre envisagée pour se rapprocher de
I’'hypothese de travail. En effet, les données recueillies peuvent permettre de comparer la tolérance
des enfants aux infections en fonction du polymorphisme génétique des parasites infectant. La
guestion serait donc de savoir si I'infection d’un enfant par le MPIU est liée au hasard ou si le fait
d’avoir été infecté in utero par un polymorphisme défini rend I'enfant permissif (ou tolérant) aux

infections par ce méme polymorphisme.

Dans cette hypothése, une seconde hypothese est sous jacente et doit étre vérifiée au préalable. En
effet, la probabilité d’étre infecté par le MPIU dépend avant tout de la probabilité d’étre infecté par
n’importe quel alléle de I'antigene considéré qui n’est pas nécessairement liée au hasard. En effet, la
circulation des parasites dans la zone d’étude et des polymorphismes génétique qu’ils portent n’est
pas nécessairement homogene dans la zone. Si le polymorphisme rencontré in utero est concentré
dans une région géographique précise, la probabilité qu’un enfant vivant dans cette zone rencontre
ce polymorphisme augmente et la distinction entre le fait d’étre plus exposé a ce polymorphisme ou

d’étre plus sensible a une infection avec ce polymorphisme ne pourra pas étre établie. Par
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conséquent, seuls les antigénes pour lesquels la distribution est totalement aléatoire dans la zone

pourront étre pris en considération afin de conclure sur notre hypothese de travail.
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ll/ Approche géographique

L’analyse spatiale des échantillons est le fruit d’une collaboration entre Charlotte Pierrat (géographe

de la santé) et moi-méme.

I /MATERIEL ET METHODES : OUTILS GEOGRAPHIQUES
Trois types d’analyses ont été réalisés :

- Cartographie avec ArcGlS,

- Tests d’auto corrélation spatiale avec ArcGlIS,

- Indice de diversité.

ArcGIS est I'interface permettant I'analyse spatiale des informations géographiques.

I-1/ La cartographie
Chaque allele des loci msp2 ou glurp est caractérisé par sa taille en paires de bases. Pour chaque
locus et famille allélique, les alléles les plus fréquents (avec un nombre d’occurrences supérieur a 10
sur tout le suivi) ont été cartographiés avec ArcGIS (logiciel ESRI). Ainsi, pour chaque carte, il est
possible de suivre la répartition des alleles dans la zone d’étude et ce, entre juin 2007 et janvier
2010. Cette représentation est uniquement spatiale (et pas spatio-temporelle) car la prise en compte

du facteur temps, dans cette approche, n’est pas nécessaire.

1-2/ Test d’auto-corrélation spatiale
L'outil d’auto-corrélation spatiale évalue si la distribution spatiale est concentrée, dispersée, ou
aléatoire. L'outil « Global Moran’s Index » calcule un score z et une valeur de p pour indiquer si on
peut ou non rejeter I’hypothese nulle (distribution aléatoire dans la zone d’étude). Quand le score z
et la valeur de p indiquent une significativité statistique, un indice de Moran positif indique la
tendance vers une concentration alors qu’un indice négatif indique une tendance vers la dispersion.

L'indice de Moran varie de -1 a +1 avec une valeur nulle pour une distribution aléatoire (Figure 38).
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Figure 38 : Schéma expliquant le test géographique d’auto-corrélation

Source : ArcGlIS desktop Help [209]

1-3/ Indice de diversité

Le calcul de I'indice de diversité a été réalisé avec le package ade4 de R (fonction divc) développé par
le laboratoire de Biométrie et Biologie Evolutive (UMR 5558) de I'Université Lyon 1 [210,211].
Il s’agit de l'indice de Rao qui prend en compte I'abondance et la distance biologique (ou
conceptuelle) des loci étudiés. La distance biologique est déterminée par un poids attribué de
maniére a illustrer les différences entre diversité allélique, famille allélique et géne. Ici, nous avons

attribué :

- unpoids de 1 : entre les tailles des différents alléles,
- un poids de 2 : entre les familles alléliques de msp2 : 3D7 et FC27,

- un poids de 3 : entre les genes msp2 et glurp.
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L'indice de diversité a été calculé pour chacune des zones de concentration de cas fébriles
déterminées par Charlotte (Figure 22), soit :
- zone 1: zone principale de « hot spot » en rouge sur la carte (forte concentration de
nombre de cas cliniques),
- zone 2 : zone secondaire de « hot spot » en rouge sur la carte (forte concentration de cas
cliniques de paludisme, zone plus petite),
- zone 3: «cold spot» en vert sur la carte (faible concentration du nombre de cas
cliniques de paludisme),
- zone 4 : zone intermédiaire, neutre, en gris sur la carte (pas de concentration particuliére

du nombre de cas cliniques de paludisme).
1 1/RESULTATS : APPROCHE GEOGRAPHIQUE

1I-1/ Cartographie des polymorphismes les plus fréquents
Seuls les alleles dont le nombre d’occurrences est supérieur a 10 ont été considérés pour une
meilleure visibilité (soit ceux qui sont au dessus du seuil dans la Figure 37). L'indice de Moran a, en
revanche, été calculé sur la base de tous les alléles et de toutes les occurrences. La répartition
géographique des alléles de chaque locus a été représentée pour chacune des zones 1 a 4 décrites ci-

dessus.

Les cartes des Figure 39Figure 40Figure 41 représentent donc la répartition géographique des alléles
les plus fréquents en utilisant la symbologie suivante : un point de couleur différente pour chaque
alléle et une taille de point correspondant au nombre d’occurrences. Ainsi, si on prend I'exemple de
la carte de msp2-3D7 (Figure 39), on voit que l'allele 368 désigné en jaune clair n’est présent que
dans la zone 1 (grande zone de « hot spot» en rouge) et ce avec un nombre d’occurrences
important. En revanche, on voit que l'allele 500 représenté en rose fushia est majoritairement
présent dans les zones de « hot spot » (zones 1 et 2) et faiblement présent dans les zones de « cold

spot » et neutre.
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Répartition géographique
des alléles les plus fréquents
de msp2-3D7
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Figure 39: Carte des alléles de msp2-3D7 les plus fréquents

Réalisée par C. Pierrat

Pour msp2-3D7 (Figure 39), I'indice de Moran est égal a 0,2 avec un score z a 7,96 (p<0.01), ce qui
permet de conclure a une concentration d’alleles de msp2-3D7 dans la zone d’étude. La carte
associée a l'analyse statistique suggere une concentration d’alleles importante dans la zone de « hot
spot ». Une diversité plus importante est retrouvée dans la zone 1, ce qui suggére qu’une plus grande

diversité d’alléles est associée a un plus grand nombre de cas fébriles de paludisme.
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Répartition géographique des
alléles les plus fréquents
de msp2-FC27
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Figure 40: Carte des alléles de msp2-FC27 les plus fréquents

Réalisée par C. Pierrat

Pour msp2-FC27 (Figure 40), I'indice de Moran est égal a -0.09 avec un score z a -1.54, ce qui ne

permet pas de conclure sur une éventuelle concentration ou dispersion d’alléles.
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Répartition géographique des alléles les
plus fréquents de glurp
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Figure 41: Carte des alléles de glurp les plus fréquents

Réalisée par C. Pierrat

Enfin, pour glurp (Figure 41) I'indice de Moran est nul avec une valeur de p=0.05 indicative d’une

distribution géographique aléatoire dans la zone d’étude.

Ces résultats ont permis de définir la répartition géographique de chacun des antigénes dans la zone

d’étude. La répartition des alleles de msp2-3D7 n’est due au hasard ; celle de msp2-FC27 ne permet
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pas de conclure et celle de glurp est liée au hasard. L'étude va donc se poursuivre uniquement sur ce

dernier antigéne.

11-2/ Permissivité des enfants aux infections
La Figure 42 permet de comparer le nombre d’infections (sans distinction de symptomatologie) en
fonction des enfants ayant été infectés ou non par un clone parasitaire porteur d’un polymorphisme
génétique déja rencontré in utero. La comparaison des 2 cartes permet de mettre en évidence que
les enfants étant infectés par un clone portant le méme polymorphisme qu’in utero font plus
d’infections, conformément aux résultats décrits page 143. Par exemple, au nord-est de la zone 1, le
nombre d’occurrences est concentré (dans la carte de gauche) la ol sont situés les enfants ayant été
infectés par le clone porteur du méme polymorphisme qu’in utero (points cerclés en rouge sur la

carte de droite).

Ces résultats ont été complétés par I'analyse statistique du nombre moyen d’infections par allele
(méme allele qu’in utero versus alleles différents) parmi les enfants MPIU pour glurp. Le test de
Wilcoxon (non paramétrique sur données appariées) effectué sur 17 enfants montre que les enfants
font en moyenne 1,90 infection avec I'allele retrouvé dans le placenta contre 1,18 infection avec les

autres alléles. Cette différence est significative avec une valeur de p a 0.0041.
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Répartition géographique des enfants
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Réalisée par C. Pierrat

Figure 42 : Cartes mettant en paralléle le nombre d’occurrences allélique de glurp par enfant et la localisation des enfants infectés par le méme polymorphisme de glurp qu’in utero
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[1l/ Conclusion

L'hypothese développée dans ce travail proposait que la tolérance immunitaire est un phénomeéne
qui ne pourrait étre induit que par les antigenes porteurs des mémes polymorphismes que ceux
rencontrés in utero, ceux-ci étant les seuls a pouvoir étre en contact avec le foetus. En caractérisant
les polymorphismes des antigenes des parasites infectant la mere a I'accouchement et ceux dont
I'enfant a fait I'expérience lors de ses premieres infections, et en mettant en paralléle les données
cliniques de I’enfant, il aurait été possible d’avancer que la rencontre avec des antigénes parasitaires
solubles est responsable du phénomeéne de tolérance immunitaire. Dans ce travail, les résultats
obtenus par I'approche biologique ne permettent pas de valider ou de réfuter I’hypothese de travail.
Une autre approche était de vérifier si les enfants sont plus permissifs aux infections caractérisées
par le polymorphisme retrouvé in utero et ainsi valider (ou non) I’hypothése de travail. Au préalable,
la répartition géographique aléatoire des alleles de chacun des génes a été vérifiée afin de pouvoir,
par la suite, distinguer le fait d’étre plus exposé ou d’étre plus sensible a une infection avec un clone
porteur du MPIU. La cartographie des alléles de msp2-3D7 associées a I'analyse statistique montre
une concentration importante d’alléle dans la zone de « hot spot ». Pour glurp, seul gene dont les
alléles sont distribués aléatoirement dans la zone d’étude, il a été montré que les enfants font en

moyenne plus d’infection avec I'allele retrouvé dans le placenta.

L’étude porte sur des jeunes enfants n’ayant a priori pas d'immunité clinique. Par conséquent, le fait
de retrouver davantage d’infections fébriles dans la zone ou les alléles de msp2-3D7 sont les plus
diversifiés s’explique logiquement. Cependant, ce résultat doit étre traité avec prudence car les « hot
spots » ont été obtenus a partir des données recueillies auprés de 620 nouveau-nés alors que la
répartition géographique des alleles de msp2-3D7 n’a été calculée qu’a partir de 46 enfants. La
comparabilité de ces 2 approches est donc critiquable. Il aurait fallu, pour étre rigoureux, réaliser une
carte de « hot spots » exclusivement pour ces 46 enfants, mais un tel effectif aurait été trop faible

pour obtenir des résultats concluants.

L'approche géographique montre une répartition aléatoire des alléles de glurp. Il a également été
montré que les enfants font davantage d’infections lorsque celles-ci sont caractérisées par le méme
allele de glurp que celui rencontré in utero. En conclusion, ce travail suggere que les enfants sont
plus tolérants aux infections caractérisées par le méme polymorphisme qu’in utero,
indépendamment de I'exposition aux différents alleles, et valide ainsi I’hypothése initiale de travail.

Cependant, ce dernier résultat a été obtenu a partir de I'analyse de 17 enfants. De plus, dans
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I’approche biologique, les comparaisons entre réponses cliniques et polymorphisme infectant n’ont
pas permis de conclure sur I’'hypothese de travail. Ces comparaisons ont également été menées sur
un effectif assez faible. Il semblerait que cette étude nécessite d’étre reconfirmée par une étude plus
large, prenant en compte un plus grand nombre de couples mére/enfant. Pour rappel, le programme
a recruté 'effectif déja conséquent de 600 couples meére/enfant, dont 60 meéres (10%) étaient
infectées a I'accouchement. Une autre possibilité aurait été d’inclure un groupe témoin constitué de
couples meére non infectée a I'accouchement/enfant. L'effectif s’en trouverait augmenté et la
puissance des tests renforcée. Enfin une répartition géographique aléatoire ne protege sans doute
pas contre I'introduction d’un biais dans I’étude qui serait que la majeure partie des polymorphismes
génétiques des parasites infectants la mére puis I'enfant sont représentés par les 2 alleles les plus
fréquents de glurp. Ainsi, une analyse qui prendrait en considération I'abondance et la diversité de

chaque alléle serait sans doute plus adaptée a la problématique.

Deux critiques globales peuvent étre émises. En effet, les mesures cliniques et biologiques sont
réalisées a un instant précis du suivi. Or ces mesures peuvent sans doute varier dans le temps selon
le déroulement de l'infection. De plus, une infection a P. falciparum est souvent multi-clonale. La
comparaison de la réponse clinique due a plusieurs clones possédant chacun une multitude
d’antigenes pour étudier I'effet d’'un seul polymorphisme antigenique n’est pas évidente. Ces 2
remarques expliguent en partie pourquoi il est nécessaire d’étre prudent quant a I'analyse des
résultats obtenus et pourquoi la comparaison des polymorphismes caractérisant les infections avec
les données cliniques n’est pas facilement réalisable. Des mesures cliniques et biologiques
correspondant a la réponse propre de l'allele auraient été idéales. Les mesures s’en rapprochant le
plus sont les dosages anticorps réalisés contre les protéines recombinantes MSP2-3D7, MSP2-FC27 et
GLURP R2. Cependant, ces mesures sont trimestrielles, alors que les infections ont été détectées a un
rythme beaucoup plus précis. En conséquence, la comparaison des polymorphismes portés par les

parasites et la réponse anticorps pour valider notre hypothése n’est pas réalisable dans cette étude.

Cette étude a été concue pour explorer de nouvelles pistes relatives a la tolérance immunitaire face
au paludisme du jeune enfant né de mere porteuse de parasites placentaires a I'accouchement. Dans
une étude future, la prise en considération des différentes difficultés face a I'étude précise de I'effet
de l'infection placentaire par un polymorphisme antigénique parasitaire défini sur la réponse clinique
de I'enfant est essentielle. Une suggestion pour pallier aux problemes cités serait de focaliser cette
étude sur le clone majoritaire, souvent responsable des signes cliniques de linfection. Cette
approche permettrait de mieux concilier polymorphisme des antigenes parasitaires et signes

cliniques.
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Discussion générale

Ce travail de these avait pour objectif principal d’étudier la construction de la réponse immunitaire
humorale dirigée contre 7 antigenes de P. falciparum durant les 18 premiers mois de vie. Afin d’avoir
une vision plus précise de la réponse anticorps élaborée par I'enfant, y compris lors des tout
premiers mois de vie, ce travail a porté sur la mise au point d’une méthode permettant de distinguer
et quantifier les anticorps maternels et néonataux. Enfin, pour mieux renseigner I'approche anticorps
dans un contexte d’infection placentaire, il était essentiel de s’assurer si la plus grande sensibilité a
I'infection palustre des nourrissons nés de méres infectées par P. falciparum n’était pas due a la

rencontre avec des antigeénes portés par les parasites infectant la mére a I'accouchement.

La démonstration de la distinction entre les anticorps maternels et néo-synthétisés n’est pas encore
totalement aboutie. La méthode mise en place est capable de détecter les peptides d’intérét et de
les distinguer au sein d’'un méme échantillon. Cependant, les résultats obtenus pour le couple
mere/enfant retenu dans cette démonstration ne sont pas encore concluants. Une notion qui n’avait
pas été considérée au début de cette étude est que, méme si les génes codant pour les allotypes sont
codominants, il n’en reste pas moins que leur expression ne se fait pas nécessairement en
proportions équivalentes. Ceci est une nouvelle notion, car jusqu’alors, aucune technique
habituellement utilisée pour caractériser les allotypes ne pouvait faire la distinction de la quantité de
chacune des isoformes d’lgG3 exprimées chez un individu hétérozygote. Néanmoins, cette notion
pourrait étre a l'origine de difficultés quant a la faisabilité (tout au moins dans le cadre d’un
diagnostic) de la méthode. Nous avons vu que la mére n’exprimait que trés peu I'un des 2 peptides
d’intérét alors que les 2 individus hétérozygotes exprimaient ce méme peptide en plus grande
quantité. L'expression des isoformes semblerait donc varier en fonction de l'individu. L’analyse
d’autres échantillons permettra de mieux comprendre ces différences d’expression et d’assurer la
faisabilité de la méthode proposée ainsi que son applicabilité en tant qu’outil de diagnostic.

Cette méthode permet de distinguer les isoformes d’IgG3 en se basant sur les allotypes qui sont des
déterminants antigéniques. Mais au regard des possibilités offertes par la spectrométrie de masse,
I'allotypie n’est pas une solution exclusive et la caractérisation des isoformes d’IgG3 par I'ensemble
de leur polymorphisme d’acides aminés (incluant les séquences ne faisant pas nécessairement
intervenir l'immunogénicité) est envisageable. Cette approche augmenterait le potentiel de

faisabilité de la méthode.

Un des objectifs de ce travail était de caractériser les polymorphismes des antigénes portés par des
parasites ayant infecté le placenta des méres (détection a I’'accouchement) ou I'enfant au cours de
son suivi. Ce travail a été mis en place pour devancer une critique qui aurait pu étre énoncée sur

I’étude de I'effet de l'infection placentaire sur I'acquisition de la réponse anticorps. En effet, dans
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cette étude, la réponse anticorps spécifique d’antigenes parasitaires est mesurée contre une
protéine recombinante représentant un polymorphisme d’un antigene précis. Les réponses anticorps
des enfants issus de meres infectées ou non a P. falciparum a I'accouchement sont comparées afin
de mettre en évidence I'effet de I'infection palustre placentaire sur ces réponses et ainsi de mieux
comprendre le phénomene de tolérance immunitaire. Or, il semblerait que les polymorphismes des
antigénes étudiés soient tels que la réponse anticorps mesurée ne couvre pas I'ensemble des
réponses naturelles contre cet antigéne. La mise en relation de l'infection palustre placentaire et
avec une diminution plausible de la réponse anticorps des enfants n’est donc pas évidente a établir
avec des mesures non exhaustives. La comparaison des polymorphismes génétiques des parasites
infectant les méres a I'accouchement et leurs enfants au cours du suivi, associée a I'étude de la
susceptibilité des enfants aux infections, peut expliquer (en partie) le phénoméne de tolérance
observé chez les enfants en cas d’infection palustre placentaire et pallier a cette remarque. Dans ce
travail de thése, il a été montré que les polymorphismes portés par I'antigeéne parasitaire GLURP
pouvaient étre associés a un plus grand nombre d’infections chez I'enfant qui avait également
rencontré ce polymorphisme in utero, alors qu’il n’a pas été retrouvé d’effet de I'infection
placentaire sur la réponse anticorps spécifique. Néanmoins, comme il I'a été explicitement proposé
dans la discussion de la partie lll, un élargissement de cette étude a un groupe témoin constitué de
meéres non infectées a I'accouchement et de leurs enfants, serait un atout supplémentaire pour

confirmer les observations faites a I'issue de cette premiére analyse.

L'apport de la géographie de la santé dans ce travail a représenté un plus pour la compréhension de
la répartition des antigénes et de leur polymorphisme dans la zone d’étude. Ce travail mériterait
d’étre plus approfondi en ce qui concerne I'étude des zones de « hot spot » et la diversité allélique.
En effet, dans la littérature, il est décrit qu’il est nécessaire d’étre infecté de nombreuses fois et par
des antigeénes variés pour acquérir une immunité clinique. Selon ce postulat, dans une étude spatio-
temporelle de la diversité allélique, on devrait retrouver une plus grande diversité de
polymorphismes génétiques parasitaires dans une zone de « hot spot » ou sont concentrés les
enfants les plus jeunes. Au fur et a mesure que les enfants grandissent, la zone de « hot spot »
devrait se dissiper et la diversité allélique se réduire. Il est également plausible que la zone de « hot
spot » et la diversité allélique se déplacent vers une autre zone de prédominance d’enfants jeunes.
Cette hypothese devrait étre vérifiée par une étude suivant des enfants pendant plusieurs années qui
permettrait de modéliser les déplacements spatio-temporels des zones de concentration de cas de
paludisme et de la diversité allélique. L'approfondissement des connaissances sur I’évolution spatio-
temporelle des polymorphismes génétiques des parasites infectant permettrait de mieux caractériser

les infections palustres. Ces informations sont essentielles pour comprendre les facteurs de
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vulnérabilité des enfants au cours de leurs permieres années de vie et les mécanimes d’acquisition
d’une immunité clinique afin, a terme, de proposer des approches adaptées pour stimuler au mieux

les défenses immunitaires des enfants.

L'étude de l'acquisition de la réponse anticorps spécifique d’antigenes parasitaires sur les 18
premiers mois de vie n’a pas permis de mettre en évidence un effet de l'infection placentaire. Il a été
proposé de recentrer I’étude sur la premiére année de vie. En effet, cette proposition concorde avec
|’étude de Bonner et al., qui ont montré que l'infection palustre placentaire diminuait le taux
d’anticorps spécifiques d’épitopes parasitaires des enfants pendant leur premiere année de vie et
que cet effet s’accentuait apres le premier mois [158].

Dans une autre étude, les auteurs ont suivi des enfants vivant dans un pays endémique pendant 2
ans. lls ont constitué plusieurs groupes afin de tester I'effet d’'une prise de prophylaxie pendant la
premiere année de vie sur un retard éventuel de la mise en place de I'immunité acquise naturelle et
n‘ont trouvé aucune différence. Les auteurs n’ont pas fait de distinction concernant l'infection
placentaire, mais prouvent néanmoins que la premiere année de vie n’est pas déterminante pour la
protection des enfants durant leur deuxiéme année [212]. Si notre étude complémentaire confirme
gue seule la premiére année de vie est une phase de tolérance immunitaire pour les enfants nés de
meéres infectées a P. falciparum a I'accouchement, alors il a d’ores et déja été montré que ce
phénomeéne n’altérait pas la réponse anticorps sur 18 mois. Néanmoins, I'analyse doit se poursuivre
pour confirmer si le nombre d’infections palustres pendant la deuxieme année de vie de ces enfants

n’est pas augmenté.

Une autre définition du groupe d’enfants dits « tolérants » a été proposée par une autre équipe.
Dent et al., et Malhotra et al., ont distingué ces enfants en 2 groupes : les enfants « exposés », dont
un des échantillons récoltés a la naissance (sang périphérique maternel, sang de cordon ou dans le
placenta) est retrouvé infecté et les enfants « sensibilisés » pour lesquels un des échantillons récoltés
a la naissance est infecté et dont les lymphocytes T sécretent de I'INFy aprés stimulation par un
peptide de MSP1. Les auteurs montrent que les enfants exposés sont les plus susceptible de
développer une infections palustres [169,177]. Il aurait pu étre intéressant de confirmer (ou non) ce
phénotype avec les données de ce programme et ceci aurait pu conduire a une meilleure

compréhension du phénomeéne de tolérance immunitaire.

Une derniére remarque concernant le programme mené a Tori Bossito, est qu’il aurait également
été intéressant de voir I'effet du moment de I'infection pendant la grossesse sur le phénomeéne de

tolérance immunitaire observé. En effet, il a été montré que le moment de l'infection pendant la
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grossesse pouvait avoir une incidence sur le poids de naissance de I'enfant et que selon le trimestre
au cours duquel l'infection a lieu, I'incidence varie [213,214]. Un autre programme est mené dans

I'unité, dans lequel cette suggestion sera étudiée sur le plan de I'immunité cellulaire.

Dans ce travail, nous avons conclu que les enfants de moins de 18 mois commencaient a mettre en
place les processus de maturation et de mémoire du systeme immunitaire. Néanmoins, une étude
suivant des enfants plus longtemps aurait permis d’avoir le recul nécessaire pour s’assurer de ces
conclusions. De plus, il a été observé (de maniére descriptive) que les taux d’anticorps étaient
produits en réponse a une infection, mais que ces anticorps ne semblaient pas protecteurs. On peut
supposer qu’une étude plus longue aurait sans doute permis de voir la tendance s’inverser quant a la

protection des enfants.

L’étude de I'acquisition de la réponse anticorps a permis de mettre en évidence que les antigenes les
plus immunogenes et prometteurs sont AMA1 et MSP1. Ces antigénes ont des fonctions essentielles
pour lI'invasion du mérozoite dans le globule rouge et ces protéines ont une structure rigide grace
aux nombreux ponts disulfures qui les constituent (décrit page 19 et page 26). Or, il s’avére qu’AMA1
est extrémement polymorphe, notamment prés du site de fixation impliqué dans le phénomene
d’invasion. Concernant MSP1, Patifio et al., ont identifié des « anticorps bloquants » qui peuvent
interagir avec les anticorps inhibant la seconde maturation protéolytique, permettant ainsi le clivage
de MSP1,, et l'invasion dans le globule rouge [215]. Les anticorps bloquants, également identifiés
dans les sera humain, se lient non seulement a MSP1,9 mais aussi a d’autres régions de MSP1 comme
des domaines conservés de MSP1g;. L'induction de ces anticorps bloquants pourrait représenter un
nouveau mécanisme d’échappement immunitaire [216]. En outre, MSP2 est une protéine qualifiée
de Protéine Intrinséque Non-structurée. Un panel de différentes techniques a confirmé que MSP2
possede de nombreuses conformations en solution [217,218]. Ce type de protéines est abondant
chez les parasites apicomplexes [219]. En effet, MSP1, GLURP et MSP3 possédent également des
régions potentiellement non-structurées [26].

Il ressort de ces informations que les protéines étudiées sont hypervariables et immunogénes mais
ne sont pas génératrices d’une réponse protectrice rapidement. Il est donc essentiel de faire la
distinction entre immunogénicité et efficacité des anticorps. In vivo, I'effet des anticorps bloquants
dépend de la compétition avec les anticorps inhibiteurs [220]. Dans une étude ou la réponse
anticorps est mesurée contre des antigénes partiels ou entiers, la réponse englobe les anticorps
bloguants et les anticorps inhibiteurs. Ces informations sont essentielles afin de savoir a partir de
guel moment, dans la vie d’'une personne vivant en zone d’endémie, la balance penche en faveur des

anticorps inhibiteurs. Une étude sur la fonctionnalité des anticorps permettrait de mieux
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comprendre la progression de |'acquisition d’une réponse anticorps efficace. Néanmoins, cette étude
ne pourrait étre conduite chez le jeune enfant qu’a partir de 15-18 mois, pour des raisons d’affinité
et d’avidité des anticorps qui nécessitent plusieurs stimulations antigéniques pour se développer.
Dans le cadre de la mise en place d’un vaccin, et pour « faire mieux que la nature », il serait donc
recommandé de restreindre les antigenes d’intérét a une version modifiée qui induirait

exclusivement I'expression d’anticorps inhibiteurs.
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Annexe 1: Tableau de correspondance entre les acides aminés, les codes a 1 ou 3 lettres et les
codons correspondants.

Code a3 Codeal

Acides aminés Codons correspondants
lettres lettre

Alanine Ala A GCT, GCA, GCC, GCG
Arginine Arg R CGT, CGC, CGA, CGG, AGA, AGG
Asparagine Asn N AAT, AAC
Acide aspartique Asp D GAT, GAC
Cystéine Cys C TGT, TGC
Acide glutamique Glu E CAA, CAG
Glutamine Gln Q GAA, GAG
Glycine Gly G GGT, GGA, GGC, GGG
Histidine His H CAT, CAC
Isoleucine lle | ATT, ATC, ATA
Leucine Leu L TTA, TTG, CTT, CTC, CTA, CTG
Lysine Lys K AAA, AAG
Méthionine Met M ATG
Phenylalanine Phe F TTT, TTC
Proline Pro P CCT, CCA, CCC, CCG
Serine Ser S TCT, TCA, TCC, TCG, AGT, AGC
Thréonine Thr T ACT, ACA, ACC, ACG
Tryptophane Trp w TGG
Tyrosine Tyr Y TAT, TAC
Valine Val Y, GTT, GTA, GTC, GTG
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Annexe 2: Poster présenté a la journée de I'Ecole Doctorale Médicament, Toxicologie, Chimie et

Environnement (mai 2011)
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Genetic characterization of Plasmodium falciparum clones infecting mothers at delivery and their
children during their first plasmodial infections

C. Dechavannel, E. Renard?, N. Martin?, A. Le Port?, S. Guemouri?, B. Costes?, A, Garcia?,
A. Massougbodiji?, F.

Four studies in Cameroun!?, Tanzanial?!, Gabon®® and Kenyal®! showed that fetal malaria experience induces
a greater susceptibility to malaria infection during infancy. These studies concluded to an hypothesis of
immune tolerance among newbaorns, Tolerance may be induced by the exposition of the fetus to soluble
parasite’s antigens. The newborn could not develop an effective immune respanse against the parasite’s
antigens he met in utero. The characterization of polymorphic parasite’s genes like msp 2 (merozoite surface
protein) and glurp (glutamate rich protein) represents a new approach in order to validate this hypothesis.

Eurpose;

This study explores the immune tolerance hypothesis according to which tolerance can be partly induced by

parasite’s antigens that fetus met in utero. The comparison of blood stage antigen’s genes between mothers and pl

with placental malaria at delivery and their infants during their first malaria infections may bring some
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Preliminary results:
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was 5.1+ 3.1 and 4.8+ 2.9 in mothers and infants, respectively.
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Conclusion:

Qur preliminary results show that there is an important msp2 and glurp allelic diver:
be good markers to characterize infecting clones as well as the nature of the infections (recruc

The MOl is higher than usually described in the literature:
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strategies.
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Annexe 3: Poster présenté au congres Spectrométrie de Masse et Analyses Protéomiques (SMAP,

septembre 2011)
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Mother and neonate distinct immunoglobulin G:

a new way to neonatal serological diagnosis using proteomics
Célia Dechavanne?, Francois Guillonneat?, Laila Sago?, Virginie Sainot?, Fvelyne Guitard®, Philippe Chafey?,

Introduction:

Systemic transfer of maternal antibodies occurs in utero across
the placenta. This active transport mechanism of maternal 1gG to
the fetus usually results in about 90% of the maternal serum level
of 1gG antibodies in the full-term newborn at delivery. Presence in
infant plasma of shared maternal and intrinsic antibodies
hampers the serological diagnosis of infants. If a direct diagnosis
is Impossible or is not sufficient, the detection of the neonate own
antibodies can bring essential information mainly useful to adapt
atreatment.

Gm allotypes are antigenic determinants located in the constant
regions of the polypeptidic chains of IgG. Individual variations of
Gm allotype combinations may be an interesting way to
distinguish maternal and necnatal antibodies. M cams 5.11,20.26 5. DIAVEWESSGOPENNYNTTPPVL . D [..] R . WQEGNVFSC SVMHEALHNR .

Domains
VL: variable domain of the light chain
~ CL: constant domain of the light chain

WH: variable domain of the heavy chain
CH: constants domains of the heavy chain

Positions of 1gG allotypes
*G1m: 4 allotypes
*G2m: 1 allotype
*G3m: 13 allotypes

Selection of discriminatory peptide sequences coded by G3m alleles
Il G3m5,10,11,13,14,26,27 5 . DIAVEWESSGOPENNYNTTPPML . D [..] R . WQQGNIFSC SVMHE.ALHMR .

Purpose:

The main objective of this study is to propose a new method using mass spectrometry which will allow for the first time to determine
infant neo-synthesized IgG by the detection and the guantification of Gm immunoglobulin allotypes..

Materials and Methods: Rasults:

/ Selection of plasmay 2 homozygous T and . individuals patication
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alkylation, l

enzymatic digestion
in order to prepare

Relative ahundance of discriminatery peptices from

Alkylation: Chloroacetamid a mother and her child samples

i Teesi 1 = plasma from mother circulating blood
the discriminatory . l ! ) CO:ppIasma i & . 3 technical replicates
peptides Enzymatic digestions: M = Infant plasma at 3, 6 and 3 months

Asphielrypsin L One/pl each) Increase between Cl and CO/M3:

active phenomenen of the maternal

MALDI TOF-TOF and transfer of the [gG3 to the fetus
ESI-TRAP: MS-MS Proteotypic peptides list Decrease at M6: loss of maternal-
transmitted IgG3
Label Free M niyleGa
quantification Proteogenesis software 3.0

Conclusion:

It seems possible to distinguish the maternal and the neo-synthesized antibodies mixed in the first months of life of newborns, but only
one of the two peptides is yet measured. We need to:

*  test another mass spectrometer analysis using a higher resolution,

ve abundance x107
¥ -

«  verify that particular allotypes are not selected to the detriment to others during the purification step.
The detection of the neonate own antibodies can bring essential diagnosis information for the adaptation of a therapeutic treatment. To
validate this new concept, the protocol will be tested on antibodies produced in the context of vertically-transmitted diseases.

Mass Spectrometry and Proteomic Analyses {SMAP} Congress; September, 19- wignon, Frarce — Printed by the Paris Descartes University
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Annexe 4 : Standard Operating Procedure Indirect ELISA-IgG
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1. Objective
Quantification of 1gG antibodies against Plasmodium falciparum MSP1-19.

2. Summary

The 1gG level is determined by an indirect ELISA method using a single serum / plasma dilution obtained by checker-board titration
experiments. The optical density (OD) of the test sample is converted into arbitrary units (A.U.) by means of a standard-curve from known

concentrations of purified human polyclonal I1gG.

Wells of microtiter plates are coated with either MSP1-19 antigen or serial dilutions of the purified human
polyclonal IgG. Diluted test-samples and controls (primary antibody) are added to the wells containing the
MSP1-19 antigen and specific antibodies against MSP1-19 are revealed by Peroxidase conjugated rabbit anti-
human IgG (secondary antibody). Bound secondary antibody is quantified by colouring with ready to use TMB
(3,3°, 5,5’-Tetramethylbenzidine) substrate. Optical density (OD) is read at 450 nm with a reference at 620nm in
a plate reader, and the OD value of the test-sample is converted into A.U. by means of a standard curve on each
plate.

3. References

Dodoo, D., M. Theisen, J. A. Kurtzhals, B. D. Akanmori, K. A. Koram, S. Jepsen, F. K. Nkrumah, T. G.
Theander, and L. Hviid. 2000. Naturally acquired antibodies to the glutamate-rich protein are associated with
protection against Plasmodium falciparum malaria. J.Infect.Dis. 181:1202-1205.

Oeuvray, C., M. Theisen, C. Rogier, J. F. Trape, S. Jepsen, and P. Druilhe. 2000. Cytophilic immunoglobulin
responses to Plasmodium falciparum glutamate-rich protein are correlated with protection against clinical
malaria in Dielmo, Senegal. Infect.Immun. 68:2617-2620.

4. Safety issues
In order to perform this analysis, it is recommended that personnel wear disposable gloves and are vaccinated

against hepatitis B. Chemicals and reagents must be handled according to the institutional guidelines,
manufacturer’s instructions and chemical / reagent datasheets.

5. Materials

5a. Chemicals: Reference: Supplier:

10 M Sulphuric acid BBB 133552 Bie & Berntsen
Tween 20 Merck cat. no 822184 Merck Eurolab
TMB ONE 4380 KEM EN TEC
Phosphate buffered saline tablets 18912-014 Gibco

Dry skimmed non-fat milk Matas

NaCl

5b. Solutions: Reference:

Coating buffer Appendix A

Blocking buffer Appendix B

Serum dilution buffer Appendix C

Washing buffer Appendix D

Colour solution Appendix E

Dilution buffer Appendix F

10 M H,SO, Appendix G

5¢. Antibodies: Reference: Supplier:
peroxidase conjugated goat anti-human IgG H10007 Caltag

5d. Reference reagents: Reference: Supplier:
Purified human polyclonal 1gG The Binding Site BP055 The Binding Site
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Positive Liberian plasma samples SSI

Negative Danish plasma samples SSi

5e. Antigen: Reference: Supplier:
MSP1-19 From Baculovirus IP

5f. Equipment and computer programs: Supplier:

Pipettes 1-20 ul, 20 =100 pl, 40-200 pul, 200 —1000pl own institution

8 channel pipette own institution

Stopwatch own institution

Rocker platform own institution

A manual or automated plate washer own institution

Plate reader own institution

Computer own institution

Program for data calculation Ed Remarque

5¢. Plastic and glass ware: Reference: Supplier:
Polystyrene microtiter plates Maxisorp F 96 439454 Nunc / SSI
Plastic reservoir for buffers and solutions own institution
Glass ware own institution
Pipette tips SSI

Plastic sealer for microtiter plates SSI

6. Samples

6a. Human serum / plasma samples:
Serum dilution: this would normally be 1:200, unless optical density (OD) of test samples is above the readable
range for the ELISA plate reader, when the test sample must be further diluted.

6b. Antibody quantification:

For antibody quantification, each assay includes a calibration (standard) curve obtained with a polyclonal
reference 1gG (1.0 mg/ml). For the standard curve, serial dilutions (2-fold) of standard IgG proteins are coated
directly to duplicate wells in columns 1 and 2 using 100 pl / well. Concentrations of standard 1gG are 100; 50;
25;12.5; 6.25; 3.13; 1.56; 0.78 ng / ml.
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In order to prepare the standard reference curve for 12 plates, first make a working stock of 500 ng/ml

by transferring 5 pl of the 1.0 mg / ml standard into 9.995 ml of coating buffer (1:2000).

Then prepare 8 tubes labelled 1 to 8 for a 2-fold serial dilution of the standard

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

To tube 1, add 8 ml of coating buffer.

Add 3 ml of coating buffer each to tubes 2 to 8.

Transfer 2 ml from the working stock (500 ng/ml) to tube 1, and mix well.
Transfer 3 ml from tube 1 into tube 2, and mix well.

Transfer 3 ml from tube 2 into tube 3, and mix well.

Transfer 3 ml from tube 3 into tube 4, and mix well.

Transfer 3 ml from tube 4 into tube 5, and mix well.

Transfer 3 ml from tube 5 into tube 6, and mix well.

Transfer 3 ml from tube 6 into tube 7, and mix well.

10) Transfer 3 ml from tube 7 into tube 8, and mix well.

Twelve plates should enable you to complete the 1IgG-ELISA of 384 serum samples against one antigen.

6¢. Control plasma samples

Pools of plasma from clinically immune adult Liberians (n=4) and Danish blood donors never exposed to
malaria (n=2):

Plasma pool /PBS blank Expected 1gG concentration range:
PC-AIA-01

PC-AIA-02

PC-AIA-03

PC-AIA-04

NC-AIA-05

NC-AIA-06

PBS blank

PC, Positive Control; NC, Negative Control.

The pools of positive plasma samples have been selected from a panel of plasma samples collected by Dr. S.
Jepsen. This panel was screened for reactivity against GLURP25.514, MSP3515.380, MSP1-19kDa, and AMA1 and
four pools of x samples each, which displayed high reactivity against all four antigens were selected for this

study.

The pools of negative samples have been selected from a panel of blood samples from Danish blood donors
never exposed to malaria.
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7. Working procedure

a.

Microtiter plates are coated with 1) 100 pl per well of serial dilutions of the standard reference 1gG
solution in PBS coating buffer [appendix A] in columns 1 and 2 on each plate (shaded light grey in fig.
a), and 2) 100 pl per well of r MSP1-19 in PBS coating buffer at 1.0 pug/ml in columns 3 to 12 (un-
shaded in fig. a). Cover the plates with a plastic sealer. Each plate is labelled with antigen name,
Isotype or 1gG subclass, series number, date and personnel initial. The plates can be stored for 21 days
in the fridge at 2 to 8 °C.

Serum / plasma samples should be diluted 1:200 (as in 6a.) in serum dilution buffer (1 % milkpowder
in PBST plus 0.02 % NaAz, [appendix C]). The dilutions can be stored for 21 days in the fridge at 2 to
8 °C.

Remove the plates from the fridge and wash them four times in washing buffer (PBST with 0.5 M
NaCl, [appendix D]). For each washing step leave the plate filled with washing buffer for 1 minute
before it is emptied. Pad the plates dry and add 150 ul of blocking buffer (3% milkpowder in PBS-
Tween 20 (PBST), [appendix B]) and keep at room temperature for 1 hour.

Empty the plates, pad them dry, and wash the plates 4 times in washing buffer. For each washing step
leave the plate filled with washing buffer for 1 minute before it is emptied. Add 100 pl of dilution
buffer to wells in columns 1 and 2 (shaded light grey in fig. b). Add 100 pl of the diluted 4 positive and
the 2 negative control samples and a PBS blank to duplicate wells in columns 3 and 4 (shaded dark grey
in fig b). 100 pl of the diluted test sample are added to duplicate wells in columns 5 to 12 (un-shaded in
fig. b). Incubate for 2 hours with shaking on a rocker platform at room temperature.

Wash the plates 4 times in washing buffer. For each washing step leave the plate filled with washing
buffer for 1 minute before it is emptied.

Add to each well 100 ul of Peroxidase-conjugated goat anti-human IgG diluted 1:3000 in dilution
buffer. Incubate for 1 hour with shaking on a rocker platform at room temperature.

Wash the plates 4 times in washing buffer. For each washing step you leave the plate filled with
washing buffer for 1 minute before it is emptied.

Add to each well 100 ul of colour solution [appendix E]. Incubate at room temperature for 30 min in
the dark.

Add to each well 100 pul 0.2 M HzS04 and read the absorbance at 450 nm, ref. 620 nm on a plate reader.
Save the results in a text file as shown in Fig. c. without the column numbers (1 to 12) and the row
labels (A to H), and without space at the top or the left side of text data; the text file may be edited and
saved in notepad or wordpad.

The conversion of absorbance values into A.U. is performed by using the supplied Microsoft-Excel
based curve fitting program [appendix K].

For each day fill out a work protocol (appendix H).
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Fig. a Antigen coating template

1 2 3 4 S 6 7 10 11 12

A

B

C

D

E

F

G

H
Fig. b Serum / plasma sample template
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A StdIgG |StdIgG |PC-1 |PC-1 |S-1 S-1 S-9 S-9 S-17  |S-17 |S-25 |S-25
100 ng/ml 100ng/ml

B 50 50 PC-2 |PC-2 |S-2 S-2 S-10 |S-10 |S-18 |S-18 |S-26 |S-26
ng/ml ng/ml
25 25 PC-3 |PC-3 |S-3 S-4 S-11 |S-11 |S-19 |S-19 |S-27 | S-27

C ng/ml ng/ml

D 12.5 12.5 PC-4 |PC-4 |S4 S-4 S-12 |S-12 |S-20 |S-20 |S-28 |S-28
ng/ml ng/ml

E 6.25 6.25 NC-1 |NC-1 |S-5 S-5 S-13  |S-13 |S-21 [S-21 |S-29 |S-29
ng/ml ng/ml

F 3.13 313 NC-2 |NC-2 |S-6 S-6 S-14 |S-14 |S-22 |S-22 |S-30 |S-30
ng/ml ng/ml

G 1.56 1.56 PBS PBS S-7 S-7 S-15 |S-15 |S-23 |S-23 |S-31 |S-31
ng/ml ng/ml

H 0.78 0.78 PBS PBS S-8 S-8 S-16 |S-16 |S-24 |S-24 |S-32 |S-32
ng/ml ng/ml

8. Calculations
For calculation, a Microsoft Excel based curve fitting program (AIA ELISA V4) is used. The AIA ELISA V4

contains a collection of macros and worksheets designed for calculating antibody units (A.U.) from
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OD values, using standard curves obtained from each ELISA test plate. The standard curve is based on

a four-parameter calibration curve; Y=MX +C

1. Using the curve-fitting program, evaluate one ELISA reader output at a time. The ELISA reader
output may look like the example in fig ¢ below.

4.906
4.942
4.994
5.162
4.862
3.763
1.657
0.672

9. Validation and reporting

Fig. c Input file for calculation of IgG levels

5.503
5.742
6.000
5.381
5.093
3.951
1.759
0.785

3.092
2.578
4.467
3.485
0.489
0.221
0.108
0.193

3.134
2.616
4.634
3.672
0.404
0.197
0.107
0.101

3.645
5.251
1.601
0.542
0.403
0.235
0.592
0.454

3.760
5.288
1.621
0.624
0.693
0.227
0.945
0.503

4.619
0.793
1.293
4.994
2.022
0.406
4.744
5.411

4.870
0.690
1.305
5.032
2.105
0.599
4.772
5.071

3.227
0.307
0.204
0.310
0.491
1.434
1.858
1.873

3.269
0.215
0.368
0.307
0.315
1.653
1.944
1.953

4.471
1.178
5.634
4.610
5.815
0.511
2.764
4.954

Use the ELISA reader output text file saved in the AIA format. For example

“M1GHGODD200503.txt”, indicates an ELISA for MSP1-19 (M1), performed in Ghana (GH) for

total 1gG (G0) by Daniel Dodoo (DD) on the 20" may 2003 (200503)

Open the AIA ELISA V4 excel based curve fitting program, to generate standard curves that

4.493
1.202
5.115
4.949
5.090
0.416
2.845
4.798

transform ELISA OD’s to antibody units (AU) as outlined in detail in Appendix K.

The results are given in A.U. for each test serum / plasma sample by using the EXCEL-program to transform an

absorbance value with the standard curve for each plate.

1.

2.

If the coefficient of variation (CV) of the duplicate test-sample is more that 15%, you will have to
repeat the test for that particular test-sample.
If your plate reader is unable to read the absorbance value of a particular test sample because it is above

the limit of the reader, then the sample must be tested again in a higher dilution.

If the absorbance values of one or more of the positive and negative control samples do not fall within

the recommended range you will have to repeat the test of all samples on this particular plate.

If the absorbance values of the PBS control do not fall within the recommended range you will have to
repeat the test of all samples on this particular plate.

10. Specimen, reagent and data management

Serum / plasma sample dilutions must be stored in dilution buffer + NaAz in the fridge at 4 °C until use.

The antigen solution must be stored at —20 to —80 °C until use.
The commercial antibodies must be stored according to the manufacturer’s recommendations as indicated on
the bottles or on the accompanying data work sheet.
The data belongs to the investigating scientist and his institute. However, as a safety precaution a copy must be

submitted electronically to the coordinator.
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11. Documentation of amendments to SOP

Version

Date

Section

Amendment

01

20.01.03
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