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Résumé 

Introduction : Les adjuvants sont des constituants importants pour tout 

vaccin et leurs actions sur le système immunitaire innée restent essentielles 

pour une réponse vaccinale optimale. Une des objectifs de notre étude sur la 

différence géographique de la réponse immunitaire consiste à évaluer la 

réponse cellulaire en réponse aux adjuvants les plus couramment utilisés 

dans les vaccins existants ou ceux en cours d’essai, chez des sujets vivants 

dans des zones géographiques différentes. Dans ce cadre, nous nous 

proposions de déterminer la concentration optimale des différents adjuvants 

à utiliser ainsi que le temps optimal de stimulation. 

Méthodologie : Les cellules mononucléées du sang périphérique ont été 

isolées par gradient de Ficoll, cryopréservées et plus tard stimulées pendant 

24 et 48h avec différentes concentrations d’adjuvants suivants (Life 

Invivogene): MPL, agoniste du TLR4, aux concentrations de 0,5, 2 and 

10µg/ml ; CPG, agoniste du TLR9, à 1, 2,5 et 5µg/ml ; R848, agoniste du 

TRL7/8, à 0,5, 2 et 5µg/ml  et QilA, dérivé de la Saponine, à 1, 5 et 10µg/ml. 

Les réponses cytokiniques des cellules de l’immunité innée et des 

lymphocytes B ont ensuite été évaluées par cytométrie en flux utilisant le 

LSR Fortessa (Becton Dikinson).  

Résultats : L’analyse de la réponse des monocytes, cellules dendritiques, les 

lymphocytes B ainsi que les cellules T γδ a montré une meilleure réponse 

cellulaire aux différents adjuvants après 24h de stimulation. En termes de 

concentration optimale, nous avons trouvé que MPL à 0,5 µg/ml, CPG à 

2,5µg/ml, R848 à 2µg/ml, QilA à 5µg/ml produisent une réponse cellulaire 

optimale. Cependant, la stimulation par MF59 ne produisait pas de réponse 

cellulaire conséquente.  

Conclusion : MPL, CPG, R848 et QilA peuvent être utilisés dans l’étude in-

vitro des réponses cellulaires après stimulation de 24h. Ces résultats 

constituent un aspect important dans la perspective d’évaluation de la 

différence géographique de la réponse immunitaire aux composant 

vaccinaux. 

Mots clés : Adjuvants, vaccin, différence géographique 
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Introduction 

Le système immunitaire, essentiel pour l’efficacité vaccinale, est façonné non 

seulement par les prédispositions génétiques mais aussi par les expositions à 

l’environnement (1). En effet, il existe une différence considérable de 

l’exposition environnementale selon que l'on vit dans une zone rurale, urbaine 

ou semi-urbaine d'un pays en développement ou dans un pays développé (2). 

Dans les pays en développement, en particulier dans les zones rurales, les 

conditions environnementales rudes telles que l'exposition à de multiples 

microorganismes ainsi que l'état nutritionnel sous-optimal influent sur le 

système immunitaire (3;4) . L'une des preuves les plus évidentes de l'impact 

géographique sur le système immunitaire est la disparité de la réponse 

immunitaire et de l’efficacité contre certains vaccins en vigueur  (5;6). Dans le 

but d’évaluer la différence géographique de la réponse immunitaire au vaccin, 

nous nous proposions d’abord d’évaluer la réponse cellulaire aux adjuvants les 

plus couramment utilisés chez des sujets vivants dans des zones géographiques 

différentes. En effet en dehors de l’antigène vaccinal, la plupart des vaccins 

contiennent des adjuvant qui ont pour rôle de potentialiser la réponse 

immunitaire. Les adjuvants sont des constituants importants pour tout vaccin et 

leurs actions sur le système immunitaire innée restent essentielles pour une 

réponse vaccinale optimale. Ainsi, la compréhension de l’effet isolé de ces 

adjuvants sur le système immunitaire permettrait une meilleure appréhension de 

la différence aux réponses vaccinales. Cependant, la concentration d’adjuvant 

pouvant induire une réponse cellulaire ex-vivo et la durée de stimulation n’étant 

pas connues, nous proposons dans ce travail d’optimiser la concentration de 

différents adjuvants pour une stimulation cellulaire optimale.  
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1.1. Généralités 

La vaccination est l'administration d'un agent antigénique dans le but de 

stimuler le système immunitaire d'un organisme vivant afin d'y développer une 

immunité adaptative contre un agent infectieux. La substance active d’un vaccin 

est un antigène dont la pathogénicité, dans le cas d’un germe entier, est atténuée 

afin de stimuler les défenses naturelles de l'organisme (son système 

immunitaire). La réaction immunitaire primaire permet en parallèle une mise en 

mémoire de l'antigène présenté pour qu'à l'avenir, lors d'une vraie 

contamination, l'immunité acquise puisse s'activer de façon plus rapide et plus 

forte. 

1.2. Historique 

Bien que des écrits aient rapporté des pratiques similaires à la vaccination 

depuis le XVIe siècle en Chine, ce n’est qu’en 1796 avec Edward Jenner que le 

concept de vaccination a été introduit. En effet, un enfant, préalablement 

inoculé avec le virus de la vaccine, a été protégé d’une infection subséquente 

par le virus de la variole, démontrant pour la première fois l’efficacité de ce 

procédé (7). Par la suite, les travaux se sont concentrés, avec Louis Pasteur et 

Robert Koch principalement, sur la compréhension du principe d’action de la 

vaccination et de la relation entre les agents pathogènes et les maladies 

observées. Par exemple, lors d’une étude effectuée par Louis Pasteur sur le 

choléra de poule, une erreur a mené à une meilleure compréhension de la 

vaccination. C’est donc en utilisant une vieille culture de bactéries oubliée sur le 

comptoir qu’il a démontré que des poulets ayant préalablement été inoculés 

avec une culture de bactéries affaiblies étaient protégés contre une infection 

normalement mortelle (8). La suite des recherches effectuées par Louis Pasteur 

et Robert Koch leur ont permis d’être reconnus, entre autres, pour 

l’établissement de la théorie des germes et le développement du vaccin contre la 

rage (9) ainsi que l’élaboration des postulats de Koch respectivement. Il existe 

http://www.rapport-gratuit.com/
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maintenant plus de 25 vaccins autorisés et utilisés de façon courante afin de 

prévenir bon nombre d’infections virales et bactériennes.  

1.3. Définition et principes de la vaccination 

La vaccination est un procédé qui vise à préparer le système immunitaire à 

lutter contre les agents pathogènes. Pour ce faire, les vaccins vont contenir des 

formes affaiblies ou inactivées des microorganismes contre lesquels le système 

immunitaire va développer une réponse. Ainsi, lorsque le corps sera infecté par 

l’agent pathogène visé par le vaccin, les anticorps préformés pourront 

neutraliser le microorganisme et les lymphocytes B et T mémoires seront 

rapidement réactivés, ce qui va permettre au système immunitaire de contrôler 

l’infection, souvent avant même le développement des symptômes. Les vaccins 

traditionnels couramment utilisés chez l’humain peuvent être classifiés en trois 

grandes classes ; 1- vivant atténué, 2- inactivé et 3- sous-unitaire. 

1.4. Les différents types de vaccins 

1.4.1. Les vaccins vivants atténués  

Dans les vaccins de type vivant atténué, les pathogènes ciblés ont été altérés et 

rendus inoffensifs par différentes méthodes afin que notre système immunitaire 

puisse les contrôler rapidement. Par exemple, il est possible de modifier 

génétiquement les agents pathogènes afin de diminuer leurs virulences. C’est le 

cas du vaccin contre la fièvre typhoïde qui est constitué d’une bactérie modifiée 

génétiquement caractérisée par sa production réduite de LPS (10). L’atténuation 

peut aussi s’effectuer par la méthode de passage. Cette méthode consiste à 

cultiver l’agent pathogène dans des conditions différentes de celles de notre 

corps. C’est le cas du vaccin contre la fièvre jaune et celui contre l’influenza 

administré par voie intra-nasale. Dans le premier cas, le virus a été passé in vitro 

plus de 200 fois dans des cellules de différentes espèces animales (singe, souris, 

poulet) afin de le modifier suffisamment pour le rendre inoffensif  (11;12). Pour 

ce qui est du vaccin contre la grippe, le virus a été sélectionné pour se répliquer 
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à une température plus faible que 37C, ce qui fait en sorte qu’il se réplique 

uniquement dans les voies respiratoires supérieures et qu’il n’est pas en mesure 

d’infecter les voies respiratoires inférieures, limitant par le fait même sa 

capacité à causer la grippe (13). En outre, il est aussi possible d’utiliser des 

microorganismes affectant normalement les animaux. Ceux-ci sont moins bien 

adaptés à la réplication dans les cellules humaines, mais expriment des 

antigènes suffisamment similaires pour mener à une protection croisée contre 

les pathogènes humains. À titre d’exemple, les vaccins contre la tuberculose et 

la variole sont développés à partir d’agents pathogènes affectant les bovins soit 

Mycobacterium bovis et le virus de la vaccine (Cowpox). Dans les vaccins de 

type vivant atténué, les microorganismes utilisés sont hautement immunogènes, 

c’est à dire qu’ils engendrent une forte réponse du système immunitaire. 

Conséquemment, lorsqu’ils sont comparés à leurs équivalents inactivés ou sous-

unitaires, les vaccins de type vivant atténué sont généralement les seuls à être en 

mesure d’engendrer une réponse immunitaire cellulaire en plus de la réponse 

humorale et d’octroyer une protection croisée contre des agents pathogènes 

similaires    (14-17). Cependant, ces vaccins ont l’inconvénient de présenter un 

certain risque de réversion vers un pathogène virulent, en plus de permettre, 

dans certains cas, le développement de maladies. En effet, lorsque les 

microorganismes utilisés présentent peu de mutations ou sont constitués d’une 

population hétérogène, la pression de sélection, combinée aux mutations 

survenant lors du processus de réplication peuvent mener à l’émergence de 

microorganismes mieux adaptés ayant retrouvé leur virulence. En outre, 

puisqu’ils conservent la capacité de se répliquer, le système immunitaire doit 

intervenir rapidement afin de contenir les microorganismes et de limiter le 

développement de symptômes. C’est pourquoi ils ne peuvent généralement pas 

être utilisés chez les personnes immunodéprimées (18). Les vaccins constitués 

de microorganismes vivants atténués comprennent entre autres le vaccin contre 

la polio de type Sabin, qui est donné par voie orale, le vaccin contre la grippe 
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administré par la voie nasale ou encore les vaccins contre la rougeole, la rubéole 

et la varicelle. 

1.4.2. Les vaccins inactivés  

Pour ce qui est des vaccins de type inactivé, les pathogènes subissent différents 

traitements qui visent à les rendre incapables de se répliquer. Ces vaccins sont 

donc plus sécuritaires que ceux constitués de microorganismes vivants atténués. 

Les traitements utilisés comprennent : la chaleur, la fragmentation, les 

modifications génétiques ou encore l’utilisation de produits chimiques. Par 

exemple, les virus inclus dans le vaccin FLUVIRAL® contre la grippe sont 

dans un premier temps inactivés par la lumière UV, subissent ensuite un 

traitement au formaldéhyde et sont fragmentés à l’aide du désoxycholate de 

sodium (19). Dans le cas du vaccin contre la rage IMOVAX® Rabies, le virus 

est inactivé par un traitement au bêta-Propiolactone (20). Ces procédés ont 

cependant le désavantage de pouvoir dénaturer les protéines vaccinales et de 

diminuer l’immunogénicité des vaccins, rendant l’administration de rappels ou 

l’utilisation d’adjuvant parfois nécessaire pour octroyer une protection 

adéquate. Le vaccin contre l’influenza administré par la voie intra-musculaire, 

celui contre la polio de type Salk, contre la rage ou encore contre l’hépatite A en 

sont quelques exemples.  

1.4.3. Les vaccins sous-unitaires  

Enfin, dans le cas des vaccins de type sous-unitaire, seulement des antigènes ou 

encore des petits fragments du pathogène sont inclus dans le vaccin. Il n’y a 

donc aucune chance qu’une maladie se développe à la suite de l’administration 

de ce type de vaccin. Cependant, des recherches approfondies doivent être 

effectuées afin de sélectionner judicieusement les antigènes qui seront inclus 

dans le vaccin pour conférer une protection contre la maladie. De plus, ces 

vaccins sont généralement très faiblement immunogènes et nécessitent plusieurs 

rappels ainsi que l’ajout d’adjuvant pour assurer leur efficacité. Les vaccins 
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dans cette catégorie sont assez divers ; ils contiennent des toxines détoxifiées 

(anatoxines), des molécules de surface de microorganismes ou sont constitués 

de pseudo particules virales ou d’ADN. Il s’agit par exemple, des vaccins contre 

le tétanos, l’hépatite B et le virus du papillome humain. Ainsi, le vaccin 

ADACEL®, permettant de protéger contre la diphtérie, le tétanos et la 

coqueluche, est composé des anatoxines tétanique, diphtérique et pertussique et 

de composants acellulaires de Bordetella pertussis comme des fimbriae. De 

plus, ce vaccin est combiné à l’adjuvant phosphate d’aluminium et doit être 

administré tous les 10 ans afin de maintenir une protection (21). Quant à lui, le 

vaccin Act-HIB® contre la méningite bactérienne à Haemophilus influenzae, 

qui contient des polysaccharides purifiés conjugués à l’anatoxine diphtérique, 

doit être administré à quatre reprises pour atteindre des titres d’anticorps 

suffisamment élevés pour procurer une protection durable (22). 

En somme, la majorité des vaccins présentement utilisés chez l’homme 

engendrent une réponse de type humorale. La production d’anticorps 

neutralisant les agents pathogènes est d’ailleurs suffisante pour protéger contre 

plusieurs infections et a fait le succès de nombreux vaccins.  

Cependant, dans le cas de certaines maladies comme l’hépatite C, la malaria ou 

le cancer, la réponse immunitaire est cellulaire et plus particulièrement les 

lymphocytes T CD8+ sont nécessaires au contrôle de la maladie (23-25). Il y a 

donc une nécessité la mise en place de nouvelles formulations de vaccins qui 

permettent d’engendrer le développement d’une réponse cellulaire en plus de la 

réponse humorale. 
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2.1. Généralités 

Le terme adjuvant provient du mot latin adjuvare, signifiant aider. En effet, les 

adjuvants sont des composés utilisés pour augmenter ou moduler 

l’immunogénicité de différents antigènes afin d’améliorer l’efficacité des 

vaccins. Ils peuvent aussi servir à diminuer la quantité d’antigène à utiliser tout 

en maintenant la même efficacité, ce qui est très utile lorsque les doses de 

vaccins sont limitées (26;27), à augmenter la rapidité à laquelle la réponse 

immunitaire se développe (28-30)  ainsi que sa durabilité (29;31). Encore peu 

d’adjuvants sont autorisés pour l’utilisation chez l’homme, mais plusieurs sont 

en développement ou en essai clinique afin de répondre aux besoins du domaine 

de la vaccination. Bien que les premiers adjuvants étaient ajoutés aux vaccins 

sans connaître leurs mécanismes d’action, les études immunologiques des 

dernières années ont permis de classifier les adjuvants en 2 principales classes 

selon leur mode d’action, soit les systèmes de livraison et les molécules 

immunomodulatrices. Certains adjuvants peuvent aussi avoir des propriétés 

appartenant à chacune de ces catégories. 

2.2. Les systèmes de livraison  

Les systèmes de livraison des vaccins vont faciliter la reconnaissance des 

antigènes vaccinaux ainsi que leur phagocytose par les cellules présentatrices 

d’antigènes. Il peut s’agir de molécules qui sont ajoutées aux vaccins telles que 

les sels d’aluminium et les émulsions. L’antigène peut aussi être directement 

associé à des anticorps ou des pseudo particules virales. Le choix du système de 

livraison peut affecter la stabilité, la reconnaissance par les cellules 

immunitaires ainsi que l’innocuité des vaccins et donc influencer sa réussite ou 

son échec. 
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2.2.1. Les sels d’aluminium  

Les sels d’aluminium (hydroxyde d’aluminium et phosphate d’aluminium) sont 

les premières molécules qui ont été identifiées comme pouvant augmenter 

l’efficacité des vaccins (32). Ils sont utilisés depuis plus de 80 ans et ont été 

administrés à des millions de personnes, ce qui en fait un des adjuvants les plus 

utilisés et les plus sécuritaires jusqu’à présent. La capacité des sels d’aluminium 

à augmenter la production d’anticorps lorsqu’ajouté à un vaccin est bien 

connue. Cependant, cela ne fait qu’une vingtaine d’années que des équipes de 

recherche se sont intéressées à l’élucidation de son mécanisme d’action et celui-

ci reste encore controversé. En général, les deux principaux effets observés lors 

de l’ajout de molécules dérivés de l’aluminium aux vaccins sont l’augmentation 

de la phagocytose des antigènes vaccinaux et l’induction d’inflammation  

(33;34). Pour ce faire, les antigènes doivent être en association avec les 

molécules d’aluminium, mais leur adsorption ne semble pas toujours nécessaire       

(33;35-40). Dans cette situation, les antigènes ne sont plus solubles, mais plutôt 

agglomérés en particules de taille adéquate pour faciliter leur phagocytose par 

les cellules présentatrices d’antigènes, en plus de favoriser leur persistance 

(33;40;41). D’un autre côté, les sels d’aluminium semblent aussi avoir un effet 

immunomodulateur. Ils peuvent recruter des cellules immunitaires au site 

d’injection (42-45) et induire la production d’acide urique, probablement en 

causant la nécrose ou des dommages à des cellules au site d’injection (42;43) , 

ce qui mène à l’activation de l’inflammasome et la production des cytokines 

pro- inflammatoires IL-1β et IL-18 (44;46-49). L’activation de cette voie peut 

aussi être induite directement par les cristaux d’aluminium (50) . Récemment, 

l’équipe de Robert J. Benschop a aussi démontré que l’alun engendre de la 

nécrose cellulaire, ce qui mène à la production d’IL-33 qui peut participer à 

l’amélioration de la réponse immunitaire humorale en induisant la production de 

cytokines pro-inflammatoires (51). Cependant, dans cette étude l’action de l’IL-

33 n’est pas nécessaire au pouvoir adjuvant d’alun. Ainsi, bien que des études in 
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vitro ont démontré que les adjuvants à base d’aluminium ne sont pas en mesure 

d’activer directement les cellules présentatrices d’antigènes (44;52), des études 

effectuées in vivo ont démontrées qu’il y avait production de motifs 

moléculaires associés au danger (DAMP) menant à l’activation du système 

immunitaire inné (53). Enfin, les sels d’aluminium sont reconnus comme des 

adjuvants sécuritaires et efficaces pour augmenter la production d’anticorps 

entre autres en activant la réponse Th2 (54-56) , mais ils ne sont pas en mesure, 

à eux seuls, d’augmenter la réponse immunitaire cellulaire, mettant en lumière 

le besoin de développer de nouveaux adjuvants (57;58).  

2.2.2. Les émulsions  

Les émulsions sont un autre type d’adjuvant qui est présentement inclus dans les 

vaccins en utilisation ou en développement. Elles peuvent être constituées d’une 

émulsion d’eau dans l’huile ou d’huile dans l’eau avec de l’huile de source 

minérale, végétale, animale ou synthétique. Actuellement, seules les émulsions 

à base de squalène, une huile d’origine animale, sont autorisées. Il s’agit du 

MF59 dans le vaccin antigrippale FLUAD® autorisé dans une trentaine de pays, 

ainsi que l’AS03 qui a été utilisé dans plusieurs vaccins contre le virus influenza 

pandémique H1N1 de 2009. L’ajout du MF59 au vaccin saisonnier contre la 

grippe avait pour but d’augmenter l’efficacité de la vaccination saisonnière chez 

les personnes âgées ainsi que les jeunes enfants, alors que l’utilisation de 

l’AS03 a permis de diminuer la quantité d’antigènes nécessaires pour mener à 

une protection efficace dans une situation où les doses de vaccins étaient 

limitées. Tout comme les sels d’aluminiums, ces adjuvants ont eux aussi été 

administrés à des millions de personnes et sont considérés très sécuritaires en 

plus d’avoir démontré leur capacité à augmenter l’efficacité des vaccins contre 

la grippe (59-61) et même à potentiellement élargir la protection conférée par le 

vaccin à des souches de virus hétérologues (62;63). Encore une fois, le 

mécanisme d’action de ce type d’adjuvant n’est pas complètement élucidé. Des 
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études ont démontré que le MF59 forme des gouttelettes qui sont phagocytées 

par les cellules présentatrices d’antigènes dont les cellules dendritiques (64) . 

Celles-ci augmentent la phagocytose des antigènes vaccinaux et la production 

d’anticorps spécifiques (64;65). Cependant, contrairement aux sels 

d’aluminium, l’association des antigènes avec les gouttelettes lipidiques ne 

semble pas nécessaire à l’effet adjuvant du MF59 (66). Le MF59 induit aussi le 

recrutement de cellules immunitaires au site d’injection, ce qui peut faciliter la 

phagocytose et le transport des antigènes aux ganglions drainants, et module un 

nombre important de gènes reliés à l’inflammation dont des chimiokines et des 

récepteurs de chimiokines et ce, de façon plus importante que l’alun ou les 

oligodesoxynucleotides contenant des motifs CpG non méthylés (CpG ODN) 

(45). En fait, le MF59 est généralement considéré comme un adjuvant plus 

efficace que l’alun pour augmenter la production d’anticorps et la réponse T 

CD4+ (67). Il semble donc que l’injection du MF59 engendre l’établissement 

d’un environnement favorable au développement de la réponse immunitaire 

humorale. Cependant, le mécanisme d’action exact du MF59 n’a pas encore été 

identifié. Par contre, des études ont démontré que contrairement aux sels 

d’aluminium le pouvoir adjuvant du MF59 ne dépend pas directement de 

l’inflammasome, mais est diminué par l’absence de la signalisation TLR ou de 

la protéine adaptatrice de l’inflammasome ASC (Apoptosis-associated speck-

like protein containing CARD) (68). D’autres types d’émulsions ont aussi été 

développés et étudiés, mais ne sont pas présentement utilisées chez l’humain, 

comme les émulsions d’eau dans l’huile de type montanide ou encore celles 

utilisées dans les adjuvants complet et incomplet de Freund. Bien que l’adjuvant 

complet de Freund, contenant des fragments de Mycobacterium tuberculosis 

tuées dans une émulsion d’eau dans l’huile, soit l’un des adjuvants les plus 

efficace pour augmenter autant la réponse immunitaire humorale que cellulaire, 

la forte toxicité qu’il engendre (inflammation persistante, nécrose tissulaire, 

ulcération) empêche sont utilisation chez l’humain (69). En revanche, l’absence 
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des bactéries tuées dans l’adjuvant incomplet de Freund, réduit la toxicité de cet 

adjuvant, mais aussi son efficacité (70). Enfin, le montanide est en mesure 

d’augmenter les réponses immunitaires humorales et cellulaires (30;71-73), 

mais il est toujours en évaluation quant aux effets secondaires qu’il engendre 

(74). 

2.2.3. Les liposomes  

Les liposomes sont composés d’une bicouche lipidique en forme de sphères 

immunologiquement inertes, biodégradables et non toxiques qui ont été utilisé 

pour la première fois en 1974. Comme pour les autres adjuvants de type 

système de livraison, l’utilisation de liposomes a pour effet d’augmenter la 

phagocytose des antigènes vaccinaux qui y sont incorporés. Dans ce cas précis, 

la reconnaissance et la phagocytose des liposomes par les cellules présentatrices 

d’antigènes, plus particulièrement les macrophages, se fait soit via le récepteur 

Fc ou encore grâce au système du complément (75). À la suite de leur 

phagocytose, les antigènes vaccinaux sont dégradés et peuvent emprunter la 

voie de présentation sur le CMH-II, mais peuvent aussi être présentés de façon 

croisée au niveau du CMH-I (76;77). La formulation des antigènes vaccinaux 

dans les liposomes a aussi l’avantage d’augmenter l’immunogénicité de petits 

peptides (78), de diminuer la quantité d’antigène requise pour engendrer la 

prolifération des lymphocytes T (76) et de limiter la toxicité de certaines 

molécules (79). En outre, les liposomes sont un outil très versatile dont 

l’efficacité est dépendante de leurs tailles ainsi que leurs compositions. En effet, 

la taille des liposomes formés peut grandement affecter la phagocytose de ces 

vésicules et ainsi avoir un impact au niveau de la réponse immunitaire (80), 

alors que l’ajout de phosphatidylsérine dans la bicouche lipidique augmente la 

phagocytose des liposomes (80). Cependant, les liposomes ne sont 

généralement pas suffisamment immunogènes pour être utilisés seuls, ce qui fait 

en sorte qu’ils sont régulièrement combinés avec des molécules 
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immunomodulatrices comme le MPL ou des cytokines afin d’augmenter leur 

efficacité (81-84). En outre, l’utilisation des liposomes a aussi évoluée vers le 

développement de virosomes, c’est à dire de liposome contenant des 

glycoprotéines d’enveloppes virales. Cette méthode s’est avérée très efficace 

pour améliorer la protection contre le virus de l’influenza, et ce particulièrement 

chez les personnes âgées et les enfants, tel que démontré par la réduction du 

nombre d’hospitalisations et de pneumonies observées dans différentes études 

cliniques effectuées en Europe (85;86). Ces résultats prometteurs ont d’ailleurs 

mené à la commercialisation du vaccin antigrippal Inflexal V® en Europe et en 

Asie. De plus, la formulation en liposomes d’un vaccin ciblant l’antigène 

tumoral mucin 1, surexprimé dans plusieurs cas de carcinome pulmonaire, 

augmente la durée de vie des patients et est maintenant en essai clinique de 

phase III  (87;88). Enfin, la formulation du peptide MPER, dérivé de l’antigène 

gp41 du virus de l’immunodéficience humaine, à l’aide de liposomes s’est 

révélée être la seule méthode permettant le développement d’anticorps 

spécifiques, en comparaison avec l’utilisation d’alun, ou d’émulsion à base de 

squalène ou de montanide et ce même lors de combinaison avec des molécules 

immunomodulatrices (83). Cette même équipe a aussi mis en évidence la 

versatilité des liposomes en démontant la possibilité d’ajouter du MPL ou 

encore un peptide helper, permettant de stimuler les lymphocytes T CD4+ 

auxiliaires, aux vésicules afin d’obtenir une réponse immunitaire optimale (83). 

Les liposomes sont donc un outil à considérer dans le développement de 

nouveaux vaccins.  

2.2.4. Les pseudo particules virales  

Les VLP sont des particules virales qui ne contiennent pas de matériel génétique 

infectieux. En effet, selon le mode de production et le type de virus utilisé, ces 

particules peuvent soit être totalement dépourvu d’acide nucléique (89;90), 

contenir des acides nucléiques contaminants (91;92), ou posséder un acide 
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nucléique viral ou synthétique qui ne mène pas à la production de particules 

virales infectieuses pour l’humain (93;94). Ainsi, il n’y a pas de réplication 

virale, ce qui en fait un outil sécuritaire. La majorité des VLP présentement 

utilisés en vaccination sont une version non réplicative du virus contre lequel on 

veut monter une réponse immunitaire. C’est entre autres le cas des trois vaccins 

constitués de VLP qui sont utilisés chez l’humain : le vaccin contre l’hépatite B, 

le virus du papillome humain et celui contre l’hépatite E autorisé en Chine. Ils 

sont tous les trois composés des protéines de capside des virus ciblés et ne 

contiennent pas d’acide nucléique (95-97). La production de vaccins sous forme 

de VLP est aussi fréquemment utilisée dans le développement de vaccins contre 

le virus de l’influenza. Cela a l’avantage de mener au développement d’une 

réponse immunitaire plus forte et plus large en comparaison avec l’utilisation de 

virus inactivés ou de protéines recombinantes de l’hémagglutinine (91;98). En 

effet, des titres d’anticorps plus élevés et reconnaissant une plus grande gamme 

de virus distincts sont générés avec cette méthode. L ’utilisation de VLP permet 

aussi d’éviter l’utilisation de traitements chimiques pour inactiver les particules 

et conserve la conformation native des antigènes. En outre, une réponse 

immunitaire de type Th1 et une protection contre l’infection par les souches 

homologues et hétéro sous-typiques du virus ont été observées avec l’utilisation 

de VLP (99) (91;100;101). Enfin, la production du vaccin contre la grippe en 

VLP permet d’éviter la méthode basée sur l’utilisation d’œufs, qui est longue, 

coûteuse et dépend de l’approvisionnement en œufs (102;103). De plus en plus 

d’équipes de recherche utilisent aussi les protéines de capside de différents 

virus, comme celles du virus de l’hépatite B, pour les modifier génétiquement 

ou chimiquement afin d’exprimer des antigènes étrangers et ainsi de s’en servir 

comme plateforme vaccinale (104-106). Cela permet entre autres de monter une 

réponse immunitaire contre des épitopes hautement conservés entre les souches 

de virus influenza, comme M2e, qui sont normalement faiblement 

immunogènes  (107-109). Les VLP sont aussi étudiées pour la création de 
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vaccin contre l’hépatite C, le mélanome, Ebola ou encore la malaria, afin de 

répondre aux besoins non comblés (110-113). Les VLP servent donc de 

transporteur pour diriger de façon adéquate les antigènes vaccinaux aux cellules 

immunitaires. En fait, puisqu’elles sont physiquement similaires aux virus, tant 

au niveau de la taille que de la forme, la reconnaissance des antigènes vaccinaux 

par les APC en est facilitée (26;114-116). En outre, ces propriétés leur 

permettent aussi de diffuser librement jusqu’aux ganglions drainants le site 

d’injection pour être phagocytés par les cellules s’y trouvant comme les cellules 

dendritiques CD8+, impliquées dans le développement de la réponse 

immunitaire cellulaire (117). De plus, la présentation croisée des antigènes est 

aussi possible et mène au développement de lymphocytes T CD8+ spécifiques 

(118-121). L’utilisation de VLP permet aussi d’augmenter la réponse 

immunitaire humorale générée contre les antigènes exprimés à la surface des 

particules en comparaison aux antigènes utilisés seuls sous forme de protéines 

ou de peptides (103). Bien que la présentation des antigènes vaccinaux sous 

forme de VLP ait un effet adjuvant, plusieurs vaccins à base de VLP requièrent 

la co-administration d’un adjuvant de type immunomodulateur pour être 

pleinement efficaces  (103;104;106). C’est d’ailleurs le cas des trois vaccins 

VLP autorisés qui contiennent des sels d’aluminium et/ou du MPL (95-97). 

Cependant, certaines VLP ont des propriétés immunomodulatrices intrinsèques 

et sont en mesure d’activer les cellules immunitaires innées, rendant l’ajout de 

molécules activatrices non nécessaire. Les VLP possèdent donc plusieurs 

propriétés intéressantes pour le développement de nouveaux vaccins plus 

efficaces et sécuritaires. 

2.2.5. Les anticorps  

Dans la catégorie des adjuvants de type système de livraison, l’utilisation des 

anticorps a fait récemment son apparition. Ces anticorps ont pour but d’amener 

les antigènes vaccinaux spécifiquement à des cellules cibles, comme les cellules 
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présentatrices d’antigènes, en ciblant des molécules exprimées à la surface de 

ces cellules, plus particulièrement des récepteurs endocytiques. Il s’agit, entre 

autres, des anticorps ciblant DEC-205, DC-SIGN, Clec9A, Dectin-1 ou DCIR 

dont l’expression est majoritairement restreinte aux cellules dendritiques     

(122-126). Ainsi, la fusion d’un antigène (protéine ou peptide) à un anticorps 

reconnaissant ce type de récepteur permet dans un premier temps la 

phagocytose de l’antigène, puis sa présentation au niveau des CMH de classe II, 

mais aussi au niveau du CMH-I par le phénomène de présentation croisée  (127-

129). Par la suite, il y a une présentation efficace des antigènes aux lymphocytes 

T CD4+ et CD8+ ce qui mène au développement d’une réponse immunitaire 

cellulaire cytotoxique (130;131) en plus de fournir l’aide nécessaire à la réponse 

immunitaire humorale dans le cas de vaccins protéiques (132). Il est important 

de noter que dans le contexte de vaccination, les antigènes couplés à des 

anticorps ciblant des récepteurs endocytiques exprimés par les cellules 

dendritiques ne peuvent être utilisés seuls, car une réponse immunitaire de 

tolérance sera induite (130;133). Ainsi, il faut coupler l’utilisation de ces 

anticorps avec des molécules activant les cellules dendritiques comme un 

anticorps anti-CD40, du poly (I:C), des CpG ODN ou le resiquimod  

(130;132;134;135). Cette technique a donné des résultats prometteurs dans des 

contextes de prévention d’infections virales, mais aussi de traitement du cancer 

qui nécessite le développement d’une réponse immunitaire cellulaire et est 

présentement en essai clinique  (134-137). Finalement, de récentes études ont 

démontré qu’il était aussi possible d’extrapoler cette technique aux 

bactériophages ou aux nanoparticules afin de favoriser la présentation croisée 

des antigènes présentés dans ces systèmes et ainsi induire le développement de 

lymphocytes T CD8+ spécifiques   (129;138;139). 
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2.3. Les immunomodulateurs  

Lors d’une infection, le système immunitaire inné est activé suite à la détection 

de motifs associés aux pathogènes (PAMPS) par des PRR. Cette reconnaissance 

mène à une réponse de type inflammatoire qui contribue au développement de 

la réponse immunitaire adaptative. Dans un contexte de vaccination, 

l’administration du vaccin a pour but de mimer la présence d’un agent 

pathogène, sans pouvoir causer une réelle infection. Ainsi, l’ajout de PAMPS ou 

de molécules inflammatoires pouvant simuler la présence d’un agent pathogène 

est tout indiqué afin de développer une réponse immunitaire qui sera efficace 

pour contrôler une infection subséquente. 

2.3.1 Les ligands de PRR  

Les ligands de PRR ont la propriété commune d’activer les cellules du système 

immunitaire inné. Ce processus est caractérisé par l’augmentation de 

l’expression des molécules de costimulation par les APC et la production de 

cytokines pro-inflammatoires. Cependant, selon le type de ligand de PRR 

utilisé, des différences majeures dans les populations de cellules immunitaires 

activées ainsi que le type de cytokines produites sont observées, ce qui se 

répercutent ultimement sur le développement de la réponse immunitaire 

adaptative et donc leur pouvoir adjuvant  (140-142). Parmi les ligands de PRR, 

ceux qui activent les TLR sont les plus étudiés. Un total de dix TLR (TLR1-10) 

ont été identifiés chez l’humain, alors qu’il y en a douze chez la souris (TLR1-9, 

TLR11, TLR12 et TLR13). Les TLR sont exprimés au niveau des cellules 

immunitaires, dont les macrophages, les DC et les lymphocytes B, mais aussi 

chez d’autres types cellulaires tels que les fibroblastes et les cellules 

épithéliales. La majorité des TLR sont situés à la surface des cellules ; seuls les 

TLR3, 7, 8, 9 et 13 sont localisés dans les endosomes. De plus, à l’exception du 

TLR3 et parfois du TLR4 qui peuvent faire intervenir les molécules adaptatrices 

TRIF et TRAM, tous les TLR signalent à l’aide de la molécule adaptatrice 
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MYD88. Suite à l’activation des TLR de surface, MYD88 est recrutée au niveau 

de la portion cytoplasmique du récepteur, ce qui résulte en une cascade de 

signalisation menant à la translocation au noyau des facteurs de transcription 

NF-κb et AP-1 puis à la production de cytokines pro-inflammatoires (143). 

Dans le cas des TLR endosomaux, leur activation peut induire la production de 

cytokines pro-inflammatoires, mais aussi plus particulièrement d’IFN-I. En 

effet, l’activation du TLR7 dans les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) 

induit la formation d’un complexe avec IRAK-1, TRAF6, TRAF3, IKK- et 

IRF7, ce qui mène à la phosphorylation et la dimérisation d’IRF7 qui transloque 

alors au noyau pour activer l’expression des gènes codant pour l’IFN-I (144). 

Pour sa part, l’activation du TLR3, recrute la molécule adaptatrice TRIF au 

domaine cytoplasmique du récepteur et induit la formation d’un complexe 

composé de TRAF3, TANK et NAPI, permettant ensuite à TBK1 et IKKε de 

phosphoryler IRF3 qui va se dimériser et migrer au noyau pour mener à la 

production d’IFN-I (144). 

Parmi les ligands de TLR, le MPL, un dérivé non toxique des 

lipopolysaccharides (LPS), a été commercialisé par GSK et est utilisé en 

combinaison avec Alun dans leurs vaccins dirigés contre le virus du papillome 

humain et l’hépatite B (145;146). Il s’agit d’un agoniste du TLR4, qui a des 

propriétés adjuvantes similaires au LPS, mais qui est dépourvu de sa toxicité  

(147;148). Le MPL est reconnu pour recruter et activer les APC et mener à la 

production de cytokines pro-inflammatoires comme le facteur de nécrose 

tumorale alpha (TNF-) et l’IL-6 (149;150). De plus, des études ont démontré 

sa capacité à augmenter la production d’anticorps spécifiques, mais aussi à 

engendrer la production d’IFN-γ par les lymphocytes T CD4+ et donc de diriger 

la réponse vers un profil Th1 (151;152). Le MPL connait un bon succès 

lorsqu’il est combiné à l’Alun dans les vaccins commerciaux de GSK, mais sa 
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capacité à soutenir le développement de la réponse T CD8+ n’a pas été 

clairement démontrée  (146;153-155). 

Le TLR2, un autre récepteur situé à la surface des cellules, reconnait les 

molécules situées dans la membrane des bactéries comme le peptidoglycane, 

l’acide lipotéichoïque ou les lipoprotéines (156). L’utilisation des lipopeptides 

tels le Pam3Cys comme adjuvant a démontré de bonnes propriétés 

immunomodulatrices (156), en plus de stimuler l’immunité mucosale (157). 

Plusieurs essais cliniques ont été réalisés ou sont en cours avec le Pam3Cys 

pour le développement de vaccins contre la malaria, le VIH ou l’hépatite B. De 

plus, les lipopeptides ont démontré une bonne capacité à améliorer autant la 

réponse immunitaire humorale que cellulaire  (158;159) . Cependant, comme les 

récepteurs situés à la surface des cellules répondent à des pathogènes 

extracellulaires, ils ont normalement tendance à mener majoritairement à la 

production d’anticorps spécifiques et de lymphocytes T CD4+ de type Th2, 

mais peu à la génération de lymphocytes T CD8+  (140;160-162). Ainsi, un 

grand intérêt est porté aux récepteurs endosomaux comme le TLR3, le TLR7/8 

et le TLR9 impliqués dans la reconnaissance des pathogènes intracellulaires. 

Les ligands naturels des TLR3, 7/8 et 9 sont l’ARN double brin, l’ARN simple 

brin et l’ADN non méthylé respectivement (163-165). Ces différentes formes 

d’acides nucléiques correspondent au génome ou à des intermédiaires de 

réplication des agents pathogènes infectant les cellules. L’activation de ces 

récepteurs endosomaux mène à la production de cytokines pro-inflammatoires, 

mais aussi d’IFN-I, crucial pour la présentation croisée des antigènes vaccinaux 

et le développement de lymphocytes T CD8+ spécifiques (166;167). En plus des 

ligands naturels, différents ligands synthétiques ont été développés pour activer 

les TLR3, 7/8 et 9, soit le poly (I :C), les imidazoquinolines et les CpG ODN 

respectivement. Ces ligands ont démontré un grand potentiel en tant 

qu’adjuvant pour améliorer la réponse immunitaire humorale, mais aussi une 
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capacité à engendrer une réponse immunitaire cellulaire contre les antigènes 

vaccinaux, ce qui leur a permis de générer des résultats prometteurs dans le 

développement de vaccins nécessitant des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques 

(CTL) comme le cancer, la tuberculose ou la malaria (168-171). Cependant, les 

premières versions de ces adjuvants comportaient certains inconvénients. Par 

exemple, ils sont très sensibles à la dégradation par les nucléases, présentes en 

grande quantité dans les liquides biologiques, en plus de causer beaucoup de 

toxicité (fièvre, libération d’enzyme hépatique, inflammation systémique, 

hypotension), ce qui limite les bénéfices reliés à leur utilisation (172-176). 

Toutefois, des recherches intensives ont été réalisées afin d’améliorer ces 

adjuvants et différentes solutions ont été identifiées. D’une part, la création de 

molécules dérivées, plus stables, permet d’avoir des adjuvants plus résistants à 

la dégradation, mais aussi moins toxique (177;178). D’autre part, la 

combinaison de ces adjuvants avec des systèmes de livraison tels que les 

liposomes, des microsphères ou des nanoparticules permet de les protéger de la 

dégradation tout en ciblant leur phagocytose par les cellules du système 

immunitaire inné, ce qui augmente leurs propriétés adjuvantes tout en limitant 

leur toxicité (179-183). Enfin, les molécules immunomodulatrices non reliées 

aux TLR comme les ligands des récepteurs NOD, CLR, RIG-I ou STING sont 

aussi évaluées comme adjuvants pour les vaccins, mais sont à un stade de 

recherche moins avancé  (184;185).  

2.4. La combinaison des adjuvants  

Le vaccin vivant atténué contre la fièvre jaune (YF-17) est le vaccin le plus 

efficace créé jusqu’à ce jour. En effet, il a une efficacité de plus de 98%, 

engendre le développement d’anticorps neutralisants protecteurs à très long 

terme et mène au développement d’une réponse T cytotoxique spécifique  

(186;187). Ainsi, les chercheurs se sont intéressés à comprendre le mécanisme 

d’action de ce vaccin afin de pouvoir créer de nouveaux vaccins plus efficaces. 
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Ces études ont permis de mettre en évidence l’importance de la stimulation du 

système immunitaire innée ainsi que l’activation simultanée de plusieurs TLR 

pour avoir un effet optimal  (188;189). En général, les vaccins qui simulent le 

plus fidèlement l’infection sont les plus efficaces et donc l’utilisation de vaccins 

vivants atténués semble être le meilleur choix pour le développement d’une 

réponse immunitaire protectrice à long terme. Cependant, ce type de vaccin est 

de plus en plus délaissé au profit des vaccins de type sous-unitaire, plus 

sécuritaires, mais moins immunogènes, auxquels l’ajout d’un adjuvant est 

crucial. Avec l’augmentation de la compréhension des mécanismes d’action des 

différents adjuvants ainsi que l’évaluation de leur efficacité respective, les 

différents avantages et inconvénients de chacun ont été identifiés et le bénéfice 

de combiner plus d’un type d’adjuvant pour un même vaccin afin d’obtenir une 

efficacité optimale a été mis en évidence. Ainsi, de façon analogue au vaccin 

YF-17, l’équipe de Bali Pulendran a démontré que la combinaison de plusieurs 

ligands de TLR avait un effet synergique sur le développement de la réponse 

immunitaire humorale en contexte de vaccination (190). Ce phénomène a aussi 

été observé par l’équipe du Dr Robert Seder dans un contexte de vaccin à 

médiation cellulaire (168). En effet, l’utilisation d’un ligand de TLR7/8 permet 

d’activer plusieurs types de DC et de maximiser la réponse immunitaire. En ce 

sens, la compagnie InvivoGen a développé des molécules qui contiennent 

plusieurs ligands de PRR.  

De façon similaire, une combinaison non seulement de différents ligands de 

TLR, mais aussi de différents types d’adjuvants a été observée ces dernières 

années et a menée à des résultats prometteurs. En effet, comme les systèmes de 

livraison et les immunomodulateurs ont des mécanismes d’actions différents, 

mais complémentaires, leur association peut avoir de grands avantages. C’est 

entre autres le cas de l’adjuvant autorisé ASO4, une combinaison entre un 

système de livraison et une molécule immunomodulatrice, qui permet 



Chapitre 2 : Généralités sur les Adjuvants 

21 
 

d’augmenter significativement l’efficacité des vaccins en comparaison avec 

l’utilisation d’un seul adjuvant (149;153;191;192). De façon analogue, lors d’un 

essai de développement d’un nouveau vaccin plus efficace contre la 

tuberculose, l’administration concomitante de CpG ODN et d’alun a menée à un 

effet synergique en améliorant la production d’anticorps et s’est révélé être le 

seul traitement en mesure d’engendrer une augmentation significative du 

nombre de lymphocytes T produisant de l’IFN-γ (193). L’incorporation de CpG 

ODN dans des nanoparticules s’est révélée aussi très efficace pour potentialiser 

l’effet de cet agoniste du TLR9. En fait, cela permet d’obtenir une meilleure 

capacité à augmenter la réponse cellulaire et de diminuer la quantité de CpG 

ODN utilisé, ce qui pourrait potentiellement diminuer les effets secondaires 

causés par cet adjuvant (194). Cependant, il ne suffit pas de combiner un 

système de livraison avec un immunomodulateur pour avoir de bons résultats. 

En effet, plusieurs exemples illustrent l’importance du choix du système de 

livraison selon le type de réponse immunitaire recherchée. Par exemple, lorsque 

le MPL est en formulation avec des liposomes il augmente la réponse cellulaire, 

alors que ce n’est pas le cas lorsqu’il est dans une émulsion d’huile dans l’eau  

(195;196). D’un autre côté, la formulation du GLA (Glucopyranosyl Lipid 

Adjuvant), un ligand de TLR4, sous forme aqueuse, en liposome ou en 

émulsion d’huile dans l’eau, peut avoir un gros impact sur la génération de la 

réponse cellulaire, alors que la réponse humorale n’est pas affectée par ce 

changement (197). Ainsi, l’élucidation des mécanismes d’action des différents 

adjuvants et des interactions qu’ils peuvent avoir entre eux met en lumière 

l’importance du choix du ou des adjuvants qui seront incorporés aux vaccins 

afin de maximiser les chances de réussite. 
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3.1. Réponse immunitaire et facteurs environnementaux 

Le compartimentent des cellules T CD4+ est d’une hétérogénéité particulière, 

pas seulement en termes de spécificité antigénique, mais aussi en termes de 

phénotype et fonctions effectrices (198-200). Ces caractéristiques 

phénotypiques et fonctionnelles peuvent être modulés par de multiples facteurs 

dont l’immunité innée, l’environnement, la durée et le degré d’exposition aux 

microorganismes (201;202). La plupart des études immunologiques se font sans 

tenir compte des spécificités environnementales. En effet dans des études 

évaluant les réponses cellulaires T à des antigènes vaccinaux, il a été montré 

une grande hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle des différentes sous-

populations cellulaires selon les cohortes (203;204), montrant ainsi que 

l’évaluation simultanée de plusieurs attributs de la réponse cellulaire est 

nécessaire pour mieux prédire une réponse immunitaire contre une infection ou 

un vaccin, surtout sur des populations vivant dans des environnements 

différents. 

Le système immunitaire a évolué pour faire face à des microorganismes de plus 

en plus divers pour assurer la survie des espèces. Par rapport aux adultes, les 

nouveau-nés sont plus sensibles à de nombreuses maladies en raison de leur 

interaction moins prolongée à l’environnement (205;206). Le développement de 

la réponse cellulaire dans l'enfance nécessite des molécules 

immunomodulatrices impliquées dans l'interaction entre l'immunité innée et 

l'immunité adaptative, telles que le Program Death-1 (PD-1)/Program Death 

Ligands (PD-Ls), ainsi que l'interaction entre les motifs moléculaires associés 

aux agents pathogènes (PAMPs) (207) et les récepteurs de reconnaissance des 

motifs moléculaires (PRRs) pour permettre le développement de réponse 

immunitaire appropriée (208;209). Il a été montré que l'exposition des enfants 

aux microorganismes ainsi que d’autres influences, notamment l’origine 

géographique, le type régime alimentaire et le mode de vie contribuent à la 
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maturation du système immunitaire et orientent par conséquence la réponse 

immunitaire ultérieures (210;211). Contrairement aux bactéries, les parasites 

tels que les schistosomes, les ascaris, les trichiures, les ankylostomes et les 

infections par les vers filaires peuvent envahir de manière chronique l'hôte 

humain installant un processus d’immunomodulation qui peut aussi avoir un 

impact sur la réponse aux différents pathogènes (212;213). 

Lorsqu'elles sont confrontées à un microorganisme, les cellules T CD4+ 

peuvent présenter des phénotypes pro-inflammatoires capables de protéger 

contre l'immunopathologie associée aux infections (214). Dans l'étude de Wagar 

et al, une cohorte d'enfants américains n'a présenté qu'un seul cas de 

cytomégalovirus (CMV) positif, alors que 83 % des enfants du Bangladesh 

étaient positifs avant 1 an, ce qui indique une augmentation des phénotypes des 

cellules T effectrices (granzyme B, perforine et expression de CD57) et une 

production plus importante d'IL-8 et de TGF-β parmi de multiples types de 

cellules immunitaires chez les enfants bangladeshi. L'implication selon laquelle 

l'infection par le CMV peut stimuler la réponse immunitaire des humains 

pourrait être renforcée par la découverte que les souris infectées par le CMV 

murin étaient substantiellement protégées contre une infection grippale 

ultérieure (215). C'est pourtant chez les enfants bangladeshis que la production 

de TGF-β peut apporter un bénéfice protecteur dans l'intestin en régulant la 

fonction inflammatoire de diverses cellules immunitaires et non immunes (216). 

L'étude du déroulement dans le temps a montré de façon intéressante que les 

phénotypes immunitaires des enfants américains restaient inchangés après 2 ans 

alors que ceux des enfants bangladeshis étaient beaucoup plus variables, surtout 

à 1 an, ce qui semble conforme à l'hypothèse de l'hygiène. Les fortes différences 

entre les enfants bangladais et américains grâce à une production réduite de 

cytokines et à une différenciation accrue des lymphocytes T chez les enfants 

bangladais de 2 ans (217) pourraient permettre de trouver un moyen de se 
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protéger contre les dommages inflammatoires pathologiques dans un 

environnement à forte teneur en agents pathogènes.  

Le moment et la contribution des infections chroniques peuvent également jouer 

un rôle important dans le façonnement de l'immunité adaptative. Il a été 

démontré que l'exposition à des microbes est un signal important pour le 

développement immunitaire au cours de la petite enfance (218) ainsi que pour 

l'augmentation de la réponse immunitaire prolongée à l'âge adulte (214). La 

forte prévalence endémique des maladies infectieuses est en effet considérée 

comme l'une des principales caractéristiques de la situation sanitaire en Afrique 

et dans d'autres pays en développement (219). L'exposition microbienne plus 

importante dans les milieux à faibles revenus pourrait expliquer, au moins en 

partie, la prévalence plus faible des maladies chroniques dans les zones rurales 

africaines grâce à la maturation précoce des réponses immunitaires innées et 

adaptatives (220). 

2.2. Hypothèse hygiénique  

Au cours des dernières décennies, une augmentation globale de la prévalence de 

nombreuses maladies inflammatoires a été notée dans les pays développés 

(221;222). Vue que les allergies sont plus fréquentes dans les pays industrialisés 

(223) et que leur prévalence devient de plus en plus élevée dans les pays en voie 

de développement qui connaissent une urbanisation galopante et des 

changements importants de mode de vie (224), une relation causale entre le 

profil immunologique et les changements environnementaux pourrait être 

envisagée. Bien que les prédispositions génétiques de l’hôte puissent 

conditionner la survenue de ces maladies (225-227), ces polymorphismes seuls 

ne peuvent pas expliquer la rapide évolution de ces syndromes inflammatoires 

et allergiques. En effet la diététique, l’hygiène de vie, un environnement riche 

en polluants et allergènes ainsi que l’exposition à des charges importantes de 

parasites et autres microorganismes pourraient affecter la dynamique de notre 



Chapitre 3 : Immunité et Environnement 

26 
 

système immunitaire. La théorie de « l’hypothèse hygiénique » suggère que 

l’exposition précoce à d’importantes charges microbiennes pourrait être un 

facteur protecteur car permettrait de développer l’immunité, tandis que les 

personnes ayant un mode de vie les mettant à l’abri de nombreux 

microorganismes seraient plus susceptibles à certains maladies (228;229). Cette 

hypothèse a été réconfortée par plusieurs études montrant des différences 

géographiques de certaines pathologies comme l’asthme et de sarcoïdose chez 

des sujets appartenant au même groupe ethnique (230).  

Dans les pays en développement, en particulier dans les zones rurales, les 

conditions environnementales telles que l'exposition à de multiples 

microorganismes ainsi que l'état nutritionnel sous-optimal influent sur le 

système immunitaire [8, 9]. L'urbanisation est souvent associée à une perte de 

mode de vie traditionnel, à des changements d'habitudes alimentaires et à 

moindre mesure, à une diminution de l'exposition aux micro-organismes et aux 

parasites. L’impact du processus d'urbanisation et du mode de vie sur le système 

immunitaire a été bien illustré par des différences majeures observées dans les 

profils transcriptionnels des leucocytes. En effet, une étude chez les Berbères 

Amazighs du Maroc vivant dans trois zones géographiquement distinctes a 

montré que jusqu'à un tiers du transcriptome leucocytaire est associé à la 

différence régionale [10], indiquant ainsi l'impact non négligeable de 

l’environnement sur le système immunitaire. Des études sur des jumeaux ont 

montré que des facteurs autres que génétiques jouent un rôle dans la survenue 

de plusieurs pathologies (231), la réponse aux vaccins (232) ou sur le 

développement des cellules de l’immunité (233)  et la production de cytokines 

(234). 
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2.3 Environnement et réponse vaccinale 

Bien que les vaccins aient joué un rôle important dans la lutte contre les 

maladies infectieuses, des efforts restent encore à faire dans la recherche pour 

plus de 25 agents pathogènes d'intérêt médical contre lesquels il n’y a pas 

encore de vaccin. Il s’agit entre autres de l’infection par le VIH, du paludisme, 

des maladies tropicales négligées ainsi que des maladies émergentes et ré-

émergentes qui présentent qui présentent des problèmes majeurs de santé 

publique (235). En effet, il existe une différence considérable l’exposition 

environnementale selon que l'on vit dans une zone rurale, urbaine ou semi-

urbaine d'un pays en développement ou dans un pays développé (236). L'une 

des preuves les plus évidentes de l'impact géographique sur la réponse 

immunitaire est que les vaccins ne réussissent pas partout de la même manière 

(237-239). En effet, plusieurs vaccins apparaissent moins efficaces dans les 

pays en développement que dans les pays industrialisés (240). Outre l'âge, le 

sexe, la race, la qualité des vaccins, le nombre de doses administrées et la voie 

d'immunisation, qui peuvent influer sur la réponse et l'efficacité des vaccins, il 

est admis que la principale raison de ces variations l'exposition différentielle à 

l'environnement (240). Avant leur introduction dans les pays en développement, 

la plupart des vaccins sont d'abord testés en Europe ou aux États-Unis ; par 

conséquent, les résultats des essais cliniques pourraient ne pas refléter les 

réponses observées dans d'autres zones géographiques différentes. 
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1.1 Objectif de l’étude 

L’objectif de ce travail était d’optimiser la stimulation d’adjuvants pour la 

stimulation ex-vivo des PBMC d’européen (Leiden) et de Sénégalais (Pakh) afin 

d’évaluer concentrations à utiliser pour l’étude de la différence géographique de 

la réponse immunitaire. 

1.2. Méthodologie 

 
FIGURE 1: Méthodologie générale 

 

1.2.1. Séparation cellulaire 

Les stimulations ont été effectués sur les cellules mononucléées du sang 

périphérique (PBMC). Les PBMC ont été isolées par gradient de Ficoll à partir 

de 16ml de sang prélevé sur tube hépariné dans les quatre heures suivant le 

recueil du sang. Les cellules ont ensuite été conservées dans de l’azote liquide 

pour la stimulation ultérieure. 
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1.2.1.1. Matériel, réactifs et consommable 

 Matériels et consommable 

o Tube hépariné de 10 ml 

o Pipettes de 10 ml 

o Tube Falcon de 50ml 

o Tubes Eppendorf tube de 1.5ml 

o Tubes Leucosep® 

o Centrifugeuse 

o Pipettes et embouts 

o Pipettes pasteur 3ml 

o Cryotubes de 1.8ml 

o Mr Frosty® 

o Congélateur -80°C 

o Azote liquide 

 Réactifs 

o Ficoll ou Histopaque-1077® 

o Pénicilline 100UI + streptomycine 100µg/ml 

o L-glutamine 2mM 

o RPMI 1640 contenant Pénicilline 100UI + streptomycine 

100µg/ml + L-glutamine 2mM. 

o FBS (fœtal Bovis Sérum) 

o AB Human serum 

o DMSO (Diméthyle Sulfoxide) 

o Solution de lavage (1%FBS/RPMI) 

o Solution de congélation (FBS et FBS/20%DMSO) 

o Bleu Turk 

o Isopropanol 
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1.2.1.2. Principe de la séparation cellulaire 

Les éléments figurés du sang périphérique, en milieu Ficoll-Triosil de haute 

densité, subissent durant la centrifugation une migration différentielle 

permettant leur séparation en deux fractions : d’une part, les érythrocytes et 

granulocytes qui sédimentent au fond du tube et d’autre part, les lymphocytes, 

les monocytes et les plaquettes qui restent à l’interface échantillon/milieu de 

séparation. Le mélange Ficoll-Triosil est une solution de densité égale à 1,077 

renfermant : 

 Du Ficoll de masse moléculaire élevée (400.000 Da), très soluble dans 

l’eau mais de faible viscosité intrinsèque, et possédant des propriétés 

agrégants vis-à-vis des hématies ; 

 Du Triosil formant avec le Ficoll une solution de faible viscosité et de 

haute densité, et qui a pour rôle d’établir une osmolarité et une densité 

adaptée à la sédimentation des granulocytes (Figure 2). 

 

. FIGURE 2: Séparation des cellules mononucléés du sang périphérique (PBMC) par 
gradient de Ficoll (241) 
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1.2.1.3. Mode opératoire 

 Collecter 2x8 ml de sang dans un tube hépariné 

 Mettre 15ml de Ficoll dans un tube Leucosep et centrifuger pendant 30s 

pour le faire descendre  

 Ajouter le sang dans le tube contenant le Ficoll et centrifuger pendant 15 

mn à 800 g sans freinage. 

 Aliquoter 2 x 1ml de plasma dans du tube Eppendorf 1,5 et conserver à -

20°C (pour la charge virale et autres tests) 

 Transférer les PBMCs dans un nouveau tube Falcon de 50 ml et 

compléter le volume jusqu’à 50ml avec la solution de lavage (RPMI/PS) ; 

centrifuger à 1800 tpm pendant 10 minutes à 4° avec freinage. 

 Pendre 2 x 300 µl de Buffy-Coat dans un tubes Eppendorf 1,5 (pour 

l’extraction de l’ADN) et congeler à -20° C. 

 Verser le surnageant et suspendre doucement le culot dans 10ml de 

solution de lavage 

 Procéder au comptage des cellules : 

o Suspendre les cellules dans 10 ml de 10%FCS/RPMI et transférer 

50µl de la suspension cellulaire dans un puit d’une plaque de 96 

puits  

o Centrifuger à 1800 tpm pendant 10 minutes à 4°C 

o Durant la centrifugation, ajouter 50 µl de bleu triptan (dilution au 

1/2) dans le puit contenant les 50 µl de la suspension cellulaire et 

compter les cellules vivantes avec une cellule hématimétrique 

o Pour une cellule de comptage mesurant 0,1ul/16 carrés 

 Compter les cellules dans 2 quadrants de 16 carrés et diviser 

par 2 =˃ n 

 Multiplier par 20.000 pour avoir la concentration cellulaire 
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1.2.2. Conservation des cellules mononucléées du sang périphérique 

Les PBMC isolées ont été conservées à l’azote liquide avant leur stimulation. 

Cette démarche a permis la réalisation des tests immunologiques de façon 

simultanée pour tous les échantillons afin d’éviter toute variation technique. 

 Après lavage les PBMCs sont récupérées dans un volume suffisant de 

10%FCS/RPMI pour avoir une concentration de 20 millions de 

PBMC/ml. 

 Mettre 200µl de la suspension de 20 millions de PBMC dans un cryotube 

soit 4 millions de PBMCs (répéter cette étape pour obtenir un second tube 

de 4 millions de PBMC). 

 Ajouter dans le tube contenant les cellules le même volume de solution de 

conservation (10%FCS/20%DMSO/RPMI). 

 Mettre les cryotubes à 4° C dans de l’isopropanol et conserver à -80°C 

pendant une nuit. 

 Transférer les cellules à -150°C le lendemain 

1.2.3. Décongélation des PBMC  

A la fin du recrutement, les cellules préalablement conservées ont été 

décongelées pour procéder à leur stimulation avant le marquage. 

1.2.3.1. Matériel et consommables  

 Facs tube 5ml 

 Tubes Falcon de 50ml 

 Centrifugeuse 

 Pipettes et embouts 
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1.2.3.2. Réactifs et adjuvants  

 Pénicilline 100 UI + streptomycine 100 µg/ml 

 RPMI 1640 contenant Pénicilline 100 UI + streptomycine 100 

µg/ml + L-glutamine 2mM. 

 FBS  

 Bleu Trypan (0.4%) 

1.2.3.3. Mode opératoire 

 Préparer une solution de décongélation 10%FCS/RPMI. 

 Mettre 2 ml de 10%FCS/RPMI dans des FACS tubes stériles de 5ml. 

 Transférer les cellules dans les FACS tubes contenant les 2ml de 

10%FCS/RPMI. 

 Centrifuger pendant 5 mn à 1800tpm à 4° C. 

 Décanter le surnageant et resuspendre les cellules dans 2 ml pour le 

comptage. 

 Centrifuger 5 min à 1800tpm puis ajouter le volume pour obtenir 5.106 

PBMC/ml. 

1.2.4. Stimulation cellulaire 

1.2.4.1. Adjuvants 

o MPL, ligand du TLR4 

o CPG OND, agoniste du TLR9 

o R848, agoniste des TLR7 et TLR/8 

o MF59, emulsion huile dans eau 

o QilA, Saponin 

o Phosphate d’aluminium, sel d’aluminium 
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1.2.4.2. Mode opératoire 

Après décongélation, les cellules mononucléées du sang périphérique ont été 

stimulées pendant 24 et 48h avec différentes concentrations d’adjuvants 

suivants (Life Invivogene): MPL, agoniste du TLR4, aux concentrations de 0,5, 

2 and 10µg/ml ; CPG, agoniste du TLR9, à 1, 2,5 et 5µg/ml ; R848, agoniste du 

TRL7/8, à 0,5, 2 et 5µg/ml ; QilA, dérivé de la Saponine, à 1, 5 et 10ug/ml, et 

MF59, émulsion huile dans eau, aux dilutions de 1:1000, 1:300 et 1:100.  

1.2.5. Analyse par la cytométrie en flux 

Après stimulation, les réponses cytokiniques des cellules de l’immunité innée et 

des lymphocytes B ont ensuite été évaluées par cytométrie en flux utilisant le 

LSR Fortessa (Becton Dikinson) (Figure 3). 

1.2.5.1. Principe 

Le principe repose sur l’identification des antigènes cellulaires ou classe 

de différenciation (CD) ayant été préalablement mis en contact avec des 

anticorps monoclonaux couplés à un fluorochrome et excités par un laser. 

L’identification est réalisée selon les caractéristiques d’émission des lumières 

par les cellules. Après introduction de l’échantillon, les cellules marquées sont 

entraînées dans un fin tube par le liquide de gainage ou FACS flow qui les 

contraint à défiler une à une à travers les trois faisceaux de laser d’excitation. 

Les informations issues de cette interaction sont recueillies par des filtres qui les 

transmettent à des PMT qui les transforment en signaux électriques. 

Ces signaux électriques sont analysés par des intégrateurs couplés à un 

logiciel informatique. Ils apparaissent alors sous forme de spots définissant la 

taille (SSC = Side scatter) et la granularité (FSC = Forward scatter) des 

particules cellulaires.  Les signaux de fluorescence apparaissent au niveau des 

PMT spécifiques de chaque fluorochrome. La combinaison de différents 

fluorochromes va permettre (SSC-fluorochrome ou FSC-fluorochrome ou entre 
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deux fluorochromes de spectres différents) de repérer les marqueurs de 

cellulaires et de les analyser. 

 

 
FIGURE 3: Analyseur de cellules BD LSR Fortessa ™ (242) 
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1.2.5.2. Mode opératoire 

Les PBMC ont été lavées une fois avec du RPMI-1640 contenant 10% de FBS, 

une fois avec du PBS (Fresenius Kabi). Les cellules ont ensuite été 

perméabilisées par le eBioscience perméabilisation buffer (eBioscience) à la 

température ambiante et marquées avec des anticorps spécifiques pendant 30 

minutes à 4°C dans une solution contenant un inhibiteur du récepteur du 

fragment du complément (anti-FcγR) (eBioscience) afin d’éviter les fixations 

non spécifiques. Pour la détermination des cytokines intracellulaires, 2.5×105 

cellules ont été utilisées avec le panel d’anticorps monoclonaux suivants : FITC 

anti-CD19 (BD Biosciences), PerCP anti-CD4 (BD Biosciences), APC anti-

CD14 (eBioscience), AF700 anti-HLA-DR (R and D systems), APC-Cy7 anti-

CD3 (eBioscience), BV221 anti-TCRgd (BD Biosciences), BV605 anti-IL4 

(BD Biosciences), BV650 anti-IFN-g (BD Biosciences), BV711 anti-IL-17 (BD 

Biosciences), BV786 anti-TNF α (BD Biosciences), PE anti-IFN-α 

(eBioscience), PE-CF594 anti-IL-10 (BD Biosciences), PE-Cy5 anti-CD40L 

(BD Biosciences), PE-Cy5.5 anti-CD56 (BD Biosciences) et PE-Cy7 anti-IFN-

α (eBioscience). Après une incubation de 30 minutes, les cellules marquées ont 

été lavées et suspendues dans du PBS contenant 0.5% de BSA et 2mM EDTA et 

analysées au FACSCanto (BD Biosciences). Les résultats obtenus ont été 

analyses par le logiciel FlowJo. 
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1.2.6. Stratégie de gating 

 
 

FIGURE 4:  stratégie de gating
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A partir des cellules totales obtenues sur le scatter plot FSC/SSC, les cellules 

doubles puis les cellules mortes ont été exclues. A partir des cellules viables, les 

différentes sous population cellulaires (monocytes, T CD4, T gd, B, NK) ont été 

étudiés afin de déterminer les marqueurs d’intérêt. 

2.2. Réponses des monocytes au MPL 
 
 

 
 
 

FIGURE 5: Production de TNF-α par les monocytes en réponse au MPL 

 

La stimulation pendant 24 à 48h par le MPL avec des concentrations de 0,5, 2 

et 10µg/ml, à montrer qu’avec une concentration de 0,5µg/ml une réponse 

optimale TNF-α des monocytes était obtenue après une période de stimulation 

de 24 heures avec les échantillons des sujets Européens et Africains. La réponse 

obtenue après 24 heures de stimulation apparaissait meilleure que celle obtenue 

après 48 heures (Figures 5). 
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2.3. Réponses des monocytes au CPG 
 
 

 
 
 

FIGURE 6: Production de TNF-α par les monocytes en réponse au CPG 

 

La stimulation pendant 24 et 48h par le GPG aux concentrations de 1, 2,5 et 

5µg/ml a montré que la concentration de 2,5µg/ml donne la meilleure réponse 

TNF-α des monocytes après 24 heures de stimulation. Pour toutes les 

concentrations testées, la réponse obtenue après 24 heures de stimulation 

apparaissait plus importante aussi bien pour les échantillons des sujets 

Européens que pour ceux des Africains (Figures 6). 
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2.4. Réponses des monocytes au R848 
 
 

 
 
 

FIGURE 7: production de TNF-α- par les monocytes en réponse au R848 

 

Après stimulation pendant 24 et 48h par le R848 aux concentrations de 0,5, 2 et 

10µg/ml, nos données ont montré une meilleure réponse TNF-α après 24 heures 

de stimulation. La concentration de 2µg/ml après stimulation sur 24 heures était 

ainsi plus optimale pour induire une réponse TNF-α des monocytes pour les 

échantillons des sujets Européens et Africains (Figure 7). 
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2.5. Réponses des monocytes au QilA 
 

 
 

 

FIGURE 8: Production de TNF-α par les monocytes en réponse au QilA 

 

A l’instar des autres adjuvant, le QilA a aussi été testé pendant 24 et 48h de 

stimulation. Bien que les concentrations de 1, 5 et 10µg/ml conféraient une 

bonne réponse à 24h de stimulation, celle de 5µg/ml pendant 24h de stimulation 

donnait la meilleure réponse pour les échantillons des sujets Européens et 

Africains (Figure 8) 
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Discussion  
Les adjuvants jouent un rôle important dans les vaccins car et leurs actions sur 

le système immunitaire innée restent essentielles pour une réponse vaccinale 

optimale. Ainsi pour l’évaluation de la réponse vaccinale, l’effet de ces adjuvant 

doit être considéré du fait de leur effet souvent potentialisateur. Ainsi dans le 

but d’évaluer la différence géographique de la réponse immunitaire au vaccin, 

nous nous proposions d’abord évaluer la réponse cellulaire aux adjuvants les 

plus couramment utilisés chez des sujets vivants dans des zones géographiques 

différentes. A cet effet, la durée de stimulation ainsi que la concentration 

d’adjuvant pouvant induire une réponse cellulaire ex-vivo devrait d’abord être 

évalué. 

Nos résultats ont ainsi montré que les monocytes, cellules dendritiques, 

lymphocytes B ainsi que les cellules T γδ a montré une meilleure réponse 

cellulaire aux différents adjuvants après 24h de stimulation. En termes de 

concentration optimale, nous avons trouvé que le MPL à 0,5 µg/ml, CPG à 

2,5µg/ml, R848 à 2 µg/ml, QilA à la concentration de 5µg/ml donnaient une 

réponse cellulaire optimale. Cependant, la stimulation par QilA ne produisait 

pas de réponse cellulaire conséquente.  

Les adjuvants occupent un rôle de plus en plus important pour le développement 

des nouvelles générations de vaccin de par leur capacité améliorer 

l'immunogénicité des protéines sous-unitaires (243). L'un de ces adjuvants 

vaccinaux est le CpG, un oligodésoxynucléotide synthétique (ODN) reconnu 

par le récepteur endosomal Toll-like 9 (TLR9) (244) qui induit la sécrétion de 

cytokines inflammatoires (IL-6, IL-12, IL-18 et TNF-α) par les cellules d 

l’immunité innée  (245;246). Nos données ont montré le CPG à 2,5µg/ml est 

ainsi capable d’induire une réponse pro-inflammatoire des monocytes. De par 

cette propriété, le CPG induirait indirectement la maturation et la prolifération 



Chapitre 3 : Discussion 

42 
 

des cellules NK, des cellules T et des monocytes/macrophages et d’induire par 

conséquent une immunité innée et spécifique (247). 

Nous avons aussi montré le MPL était capable d’induire in-vitro l’activation des 

monocytes pour la production de TNF-a. Ce dérivé détoxifié du 

lipopolysaccharide (LPS) des bactéries à Gram négatif interagit en effet avec le 

TLR4 pour induire la production de différentes cytokines, telles que le TNF-α, 

l'IL-12 et l'IFN-γ, et favorise ainsi les réponses Th1 (248). C’est dans ce cadre 

qu’il a été approuvé pour une utilisation dans les vaccins contre l'allergie (249). 

Dans les essais cliniques sur le paludisme, des stratégies de combinaison de 

MPL avec d'autres adjuvants, comme l'alun (250)  et la fraction 21 de Quillaja 

saponaria Molina (QilA), ont été explorées et ont abouti à la production de 

systèmes d'adjuvants (AS) (251). Dans notre étude, ces adjuvants ont aussi 

donné une réponse pro-inflammatoire des monocytes après 24 heures de 

stimulation. Le QilA est une fraction purifiée de la saponine de Quillaja 

saponaria avec une faible toxicité chez le modèle animal (252), avec la capacité 

de stimuler à la fois des réponses immunitaires humorales et également de 

promouvoir les réponses des cytokines Th1 (IL-2 et IFN-γ) aux antigènes sous-

unitaires (253;254). Des essais cliniques pour l'évaluation de QS-21, en tant 

qu'adjuvant seul ou en combinaison avec d'autres immunostimulants (par 

exemple, AS01 et AS02) pour un vaccin contre le paludisme, sont en cours 

(255). Des essais cliniques impliquant des patientes atteintes d'un cancer du sein 

ou d'un cancer de la prostate ont montré que QilA est un adjuvant immunogène 

bien toléré capable d'induire des réponses d'anticorps spécifiques de 

l'antigène(256-258). Il existe aussi des tentatives de développement de 

combinaisons QilA avec le MPL et CpG ODN dans les vaccins contre le cancer 

(256). 



Conclusion 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSION 
 

 

 

 

 

 

 

 



Conclusion 

 

43 
 

Conclusion 
La disparité de réponse immunitaire et de l’efficacité de certains vaccins est 

l'une des preuves les plus évidentes de l'impact géographique sur le système 

immunitaire. En effet, il existe une différence considérable l’exposition 

environnementale selon que l'on vit dans une zone rurale, urbaine ou semi-

urbaine d'un pays en développement ou dans un pays développé. Il a été montré 

qu’au-delà de la génétique, le système immunitaire est fortement influencé par 

les expositions à l’environnement. Afin d’évaluer la différence géographique de 

la réponse immunitaire aux vaccins, nous devions d’abord évaluer la réponse 

cellulaire aux adjuvants utilisés et qui, au-delà du vaccin, pourraient avoir un 

rôle dans la réponse immunitaire. A cet effet, les cellules mononucléées du sang 

périphérique ont été isolées par gradient de Ficoll, cryopréservées et plus tard 

stimulées pendant 24 et 48h avec différentes concentrations d’adjuvants. Les 

réponses cytokiniques des monocytes ont ensuite été évaluées par cytométrie en 

flux utilisant le LSR Fortessa (Becton Dikinson). L’analyse de la réponse pro-

inflammatoire des monocytes a montré une meilleure réponse cellulaire aux 

différents adjuvants après 24h de stimulation. En termes de concentration 

optimale, nous avons trouvé que MPL à 0,5 µg/ml, CPG à 2,5µg/ml, R848 à 

2µg/ml, QilA à 5µg/ml produisent une réponse cellulaire optimale. En 

définitive, MPL, CPG, R848 et QilA peuvent être utilisés in-vitro pour une 

stimulation de 24h. 
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