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production
d'anticorps

A. PREFACE

Le Conseil canadien de protection des
animaux (CCPA) a pour mandat de super-
viser I'utilisation des animaux en recherche,
en enseignement et dans les tests. En plus
du Manuel sur le soin et l'utilisation des
animaux d'expérimentation, vol. 1, 2¢ éd.,
1993 et vol. 2, 1984, ou sont définis les
principes généraux relatifs au soin et a
|'utilisation des animaux, le CCPA publie
également des lignes directrices sur les
sujets d'intérét actuel et futur. Les Lignes
directrices du CCPA: production d'anticorps
constituent le cinquieme document de
cette série. Elles ont été rédigées par le
sous-comité ad hoc du CCPA sur les
procédures immunologiques.

L'objet du présent document est de présen-
ter des lignes directrices pour la production
d'anticorps polyclonaux (AcP) et mono-
clonaux (AcM) afin d'aider les chercheurs et
le personnel de recherche et de soin
aux animaux a produire des résultats
immunologiques satisfaisants tout en
réduisant autant que possible l'inconfort des
animaux utilisés. Ces lignes directrices
s'adressent également aux membres des
comités de protection des animaux (CPA)

qui seront amenés a évaluer les protocoles
impliquant la production d'anticorps, afin
de leur permettre d'atteindre des normes
de qualité les plus élevées en matiéere
de soin et d'utilisation des animaux. Ces
lignes directrices remplacent les direc-
tives relatives a la production d'anticorps
figurant dans la politique du CCPA intitulée
Techniques d'immunisation approuvées
(1991).

Nombre d'institutions ont déja d'excellents
procédés normalisés de fonctionnement
(PNF) pour la production des AcP et AcM.
Les présentes lignes directrices s'inspirent
en bonne partie de I'expérience de ces
institutions et également des initiatives
récentes de la communauté internationale
en matiere de raffinement des protocoles de
production d'anticorps.

Le raffinement des méthodes d'utilisation
des animaux en recherche, en enseigne-
ment et dans les tests est en évolution
constante. Le CCPA reconnait que la mise
en ceuvre des présentes lignes directrices
peut entrainer des dépenses considérables,
par exemple au chapitre de la mise sur
pieds de services centraux de production
d'AcM in vitro. Comme pour la mise en
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ceuvre des autres lignes directrices du
CCPA, les institutions doivent considérer
ces dépenses comme nécessaires si
elles souhaitent effectuer des travaux de
recherche valables sans infliger de souf-
frances inutiles. Le CCPA s'engage a
appuyer les institutions en leur fournissant
de l'information sur la production d'AcM in
vitro ainsi que sur les meilleures pratiques
de production d'AcP et d'AcM a partir
d’animaux.

B. INTRODUCTION

Les anticorps sont produits par le systéme
immunitaire d'un animal comme moyen de
défense contre un immunogéne spécifique.
Le systéeme immunitaire agit par l'intermédi-
aire de deux principaux mécanismes qui
sont la réponse de type humoral (production
d'anticorps) et la réponse a médiation cellu-
laire. Les immunogénes (antigénes) sont
les molécules qui peuvent déclencher une
réponse immunitaire spécifique; il s'agit
généralement de substances étrangéres
comme des protéines ou des glucides, ou
parfois des lipides et des acides nucléiques.
Le systéme immunitaire des mammiféres
comporte un grand nombre de lymphocytes
ayant chacun sa spécificité propre,
c'est-a-dire portant des récepteurs qui
peuvent reconnaitre un seul antigéne. La
diversité des récepteurs permet des
réponses immunitaires contre un large
éventail d'immunogeénes. Les lymphocytes
B se caractérisent par la présence, a leur
surface, de récepteurs spécifiques
d'immunoglobuline, et ils assurent la
réponse humorale (production d'anticorps).
Les anticorps sont sécrétés par des
plasmocytes qui sont des lymphocytes B
différenciés aprés activation par I'immu-

nogene étranger. Chaque molécule d'anti-
corps peut reconnaitre un épitope (détermi-
nant antigénique), qui est habituellement
composé de cing ou six acides aminés ou
unités de monosaccharides assemblés
linéairement ou formant une certaine struc-
ture, et elle peut se lier a cet épitope.

La réponse humorale polyclonale résulte
de la production d'anticorps sécrétés par
plusieurs populations clonales ayant
diverses spécificités (pour des épitopes
différents, y compris ceux situés sur une
méme molécule), affinités et classes, et
c'est donc une forme de défense efficace
contre les pathogénes. Etant donné la
diversité des anticorps sécrétés dans la
réponse polyclonale, les antisérums poly-
clonaux sont difficiles a reproduire. La
quantité d'anticorps produits et leur qualité
varient d'un animal a l'autre et méme chez
le méme animal a des moments différents.
Par conséquent, la disponibilité des AcP est
limitée, et leurs caractéristiques peuvent
changer pendant la période de production.
Par ailleurs, les anticorps monoclonaux
(AcM) sont issus d'un méme clone et sont
donc spécifiques a un méme épitope pour
lequel ils ont une affinité déterminée. Ainsi,
si I'on obtient I'AcM souhaité, celui-ci pourra
étre extrémement spécifique pour I'im-
munogene visé et, dans des conditions
appropriées, on pourra créer un produit de
qualité constante en quantité presque
illimitée.

Il est possible d'obtenir des antisérums
polyclonaux dans un délai relativement
court (un a deux mois), alors que les
procédés standardisés de production d'AcM
peuvent étre ardus et s'étendre sur trois
a six mois. (Cependant de nouveaux
procédés permettent de réduire le temps
de production des AcM a un mois.) Les



anticorps polyclonaux possédent des
affinités différentes pour divers épitopes et
peuvent se lier a plusieurs sites différents
d'un méme immunogéene ou antigene
complexe, ce qui leur confére une excel-
lente capacité globale de liaison. Par
contre, comme I'AcM a une affinité spéci-
fiqgue a un seul épitope, il suffit que celui-ci
subisse une modification mineure pour
que la capacité de liaison avec l'antigéne
soit perdue; c'est ce qui peut se produire
lorsque l'antigéne est dénaturé comme
lors d'expériences d'immunoblot ou lors
de la stérilisation de I'immunogéne avant
I'injection a I'animal. C'est pour cette raison
qu'on combine parfois deux ou trois
AcM.

Dés le départ, on doit envisager l'achat
d'anticorps produits commercialement, ce
qui s'avere étre en conformité avec les
lignes directrices du CCPA. Si I'on décide
d'acheter sur le marché international, la
compagnie devra étre accréditée par
I'Association for Assessment and Accredi-
tation of Laboratory Animal Care, Interna-
tional (AAALAC). On pourra trouver des
renseignements a ce sujet ainsi que
d'autres informations générales sur la
production d'anticorps sur le site Antibody
Resource, http://www.antibodyresource.
com. Le Focus on Alternatives Group du
Royaume-Uni a compilé une liste de four-
nisseurs d'AcM produits in vitro, et
la Alternatives Research and Develop-
ment Foundation des Etats-Unis a égale-
ment constitué une liste des fournisseurs
américains. On peut consulter ces deux
listes a I'adresse http://www.frame.org.uk/
Monoclonal_Suppliers.htm. D'autres docu-
ments utiles, par exemple les procédés
normalisés de fonctionnement, se trouvent
sur le site Internet du CCPA a l'adresse
http://www.ccac.ca.

C. PRODUCTION D'ANTICORPS
POLYCLONAUX

Les anticorps polyclonaux (AcP, antisérums)
ont de nombreuses utilisations en
recherche telles que la détection de
molécules dans les essais du type ELISA,
les transferts de Western, les procédures
immunohistochimiques et d'immunoprécipi-
tation, en immunofluoromicroscopie et en
immunoélectromicroscopie.

Les antisérums sont généralement produits
par injection a un animal de I'immunogéne
(antigéne) cible, souvent combiné a un
adjuvant qui accroit la réponse immunitaire.
La réponse immunitaire peut par la suite
étre amplifiée par des injections de rappel
d'antigéne avec ou sans adjuvant. On
préleve des échantillons de sang de I'animal
pour évaluer le niveau de production d'anti-
corps; lorsque le titre est suffisamment
élevé, on prépare un antisérum en effec-
tuant une prise de sang suivie de l'isole-
ment du sérum puis, si nécessaire, de la
purification des anticorps a partir du sérum.

Pour pouvoir préparer des PNF les plus
appropriés pour des immunogénes ou
antigénes particuliers, il est essentiel d'avoir
une connaissance générale des méca-
nismes de déclenchement de la réponse
immunitaire (Hanly, et al., 1995). Dans
les références, on trouvera plusieurs
ouvrages généraux traitant d'immunologie:
Abbas, et al., 2001; Anderson, 1999; Kuby,
2000; Roitt, et al., 1998; Sharon, 1998;
Sompayrac, 1999.

Principe directeur général: Dans la
production d'anticorps polyclonaux, la
principale priorité doit étre de réduire
autant que possible la douleur et la
détresse chez les animaux utilisés.
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1. Sélection et soin des animaux

Principe directeur: L'espéce qui sera
utilisée pour la production d'anticorps
polyclonaux doit étre choisie avec soin.

Le choix de l'espéce et de la souche
animale doit étre effectué avec soin. Le
chercheur doit tenir compte des facteurs
suivants: 1) la quantité nécessaire d'anti-
corps ou d'antisérum (on doit envisager de
choisir des animaux de plus grandes tailles
lorsqu'on a besoin de grandes quantités
d'anticorps); 2) la relation phylogénétique
entre I'espéce d'ou provient I'antigéne
protéique et I'espéce utilisée pour produire
I'anticorps; 3) la fonction effectrice des AcP
provenant de l'espéce productrice d'anti-
corps (comme la capacité de fixer le
complément, voir Hanly, et al., 1995); et 4)
|'utilisation prévue des anticorps (p. ex.
dans un ELISA, l'anticorps qui se lie a
I'antigéne doit souvent provenir d'une
espece différente de celle ayant produit
I'anticorps secondaire employé a I'étape
suivante du test). Des souches différentes
d'une méme espéce peuvent aussi réagir
differemment a cause de la variabilité géné-
tique influencant la présentation de
I'antigéne dans les molécules du complexe
majeur d'histocompatibilité et les méca-
nismes régulateurs de la réponse immuni-
taire (Hanly, et al., 1995; Coligan, et al.,
1997).

Le lapin est I'animal le plus communément
utilisé pour la production d'AcP parce qu'il
est facile a manipuler et a saigner et que,
pour la plupart des applications, il produit
des volumes suffisants d'antisérum a titre
élevé et a forte affinité (Stills, 1994).
Habituellement, un prélévement effectué
chez un lapin produit environ 250mg d'AcP,
et un prélévement terminal effectué a l'aide

d'une solution saline de déplacement peut
produire environ 1g d'AcP. Dans toute
procédure immunologique, il est important
d'utiliser des lapins exempts de maladies
pour réduire les chances de formation
d'abcés dus a la Pasteurella multocida aux
sites d'injection et pour éviter la réactivité
croisée avec d'autres antigenes avec
lesquels le systéme immunitaire de I'animal
aurait pu préalablement entrer en contact.

Pour les protocoles de production de
grands volumes d'AcP, ou lorsqu'on prévoit
garder des animaux comme producteurs
d'anticorps sur une longue période, on pour-
ra envisager I'emploi de balles de plastique
(whiffle balls) ou de sacs pour la collecte de
sérum (Whary, et al., 1998). Il revient aux
chercheurs et aux CPA d'évaluer si la
simplification des procédures de préléve-
ment du sérum justifie I'implantation de la
balle par voie chirurgicale.

Comme le poulet est phylogénétiquement
éloigné des mammiferes, il est utile pour la
production d'AcP contre des protéines de
mammiféres et plus précisément contre les
protéines intracellulaires, parce que de
nombreuses protéines de ce type tendent a
conserver leurs séquences d'acides aminés
entre les diverses espéces de mammiféres.
Le produit, IgY, est a toutes fins pratiques
presque équivalent a la classe des anti-
corps IgG. On peut considérer que I'emploi
des poulets constitue un raffinement de la
technique parce qu'il permet d'extraire les
AcP du jaune d'ceuf et donc d'éviter les
prélevements de sang. L'utilisation de
poulets contribue également a la réduction
du nombre d'animaux utilisés parce que ces
derniers produisent de plus grandes quan-
tités d'anticorps que les rongeurs de labora-
toire (Schade, et al., 1996; Bollen, et al.,
1995). Habituellement, un seul jaune d'ceuf



contient jusqu'a 250mg d'AcP (Erhard, et
al., 2000). De fagon générale, les poulets
sont d'excellents producteurs d'anticorps et
leur réponse immunologique est compara-
ble a celle des mammiféres. Il faut cepen-
dant souligner que les poulets ne convien-
nent pas a toutes les applications et qu'on
doit disposer d'installations appropriées
pour les loger.

En général, les rongeurs sont moins
employés que les lapins pour la production
d'AcP, mais ils peuvent convenir pour la
production de faibles volumes d'anticorps.
Les volumes sanguins qu'on peut prélever
chez ces animaux sont beaucoup moindres,
et par conséquent la production de quan-
tités raisonnables peut nécessiter une ponc-
tion cardiaque sous anesthésie terminale.
Le rat peut étre utilisé dans la production
d'IgE ou d'anticorps de spécificité restreinte
pour les protéines de souris (Garvey, et al.,
1977). Le hamster est employé pour pro-
duire des anticorps contre les protéines de
souris lorsque les AcP peuvent difficilement
étre obtenus avec des rats ou lorsqu'ils
doivent avoir une spécificité plus large.

Historiguement, on s'est servi du cobaye
pour la production d'anticorps, notamment
pour les dosages d'insuline, mais par
ailleurs cette espéce ne semble présenter
aucun avantage significatif par rapport a
'usage de rongeurs.

On opte pour des espéces animales de
grandes tailles lorsqu'on a besoin de volu-
mes importants d'antisérum, notamment
pour la production commerciale. Les
chevaux, les moutons et les chévres, par
exemple, ont une longue durée de vie, ils
sont faciles @ manipuler et on peut effectuer
les prélevements sanguins a partir de la
veine jugulaire. Comme l'entretien de ces

animaux est colteux et qu'on doit disposer
d'installations importantes pour les héber-
ger, leur utilisation est généralement limitée
a la production commerciale d'antisérums.
On doit souligner que les chevaux, qui ont
déja servi a la production d'antisérums
pour des toxines et des venins a des fins
cliniques, sont particulierement intolérants
aux adjuvants a base d'huile comme I'adju-
vant complet de Freund (ACF) et de sapo-
nine (Quil A). Il est possible d'extraire les
anticorps du lait des bovins, des brebis
et des chévres, ce qui représente une
méthode non invasive pour la production
soutenue de grands volumes d'AcP
(Brussow, et al., 1987; Tacket, et al., 1988;
et Sarker, et al., 1998).

Lorsque les facteurs spécifiques a certaines
especes n'ont pas a étre pris en considéra-
tion, on doit choisir I'espéce de fagon a
réduire la douleur et la détresse tout en
tenant compte de la facilité de la manipula-
tion lors des injections et des prélevements
sanguins. Le choix de l'espéce et du nom-
bre d'animaux utilisés se fera en fonction du
volume de sérum requis, qui dépendra
lui-méme de la quantité d'AcP a produire.
Généralement, les jeunes animaux adultes
sont de meilleurs producteurs d'AcP que les
animaux plus agés parce que la fonction
immunitaire atteint son apogée a la puberté
et diminue lentement par la suite. De plus,
les femelles présentent certains avantages
sur les males puisqu'elles ont souvent une
réponse immunitaire plus marquée, qu'elles
sont généralement plus dociles et faciles a
manipuler et qu'il est plus aisé de les loger
par deux ou en groupe. Chez les animaux
de ferme de grandes tailles, les méles
castrés peuvent également convenir.
Grossman (1989) a documenté la plus
forte production d'AcP chez les femelles
adultes.

2ooe ‘sdioanue uononpoud
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Les autres facteurs qui influencent la
production d'AcP sont la nature de
I'immunogéne utilisé, la voie et le calendrier
d'injection, le type d'adjuvant et sa qualité,
la nature de la formulation immunogéne/
adjuvant (émulsion, formation de liposomes,
formation ou adsorption de complexes
immunostimulants), la méthode de préléve-
ment sanguin, la souche, I'état de santé
et le génotype de I'animal, la formation,
I'expertise et la compétence du personnel
chargé des soins aux animaux, l'alimenta-
tion et I'nébergement. De plus, il faut noter
que la présence d'agents infectieux ou de
stress peut supprimer la réponse immuni-
taire et ainsi réduire la quantité d'AcP
produits ou méme faire disparaitre toute
réponse significative.

On doit déterminer I'état d'immunisation
préalable de I'animal en ce qui concerne
I'immunogéne a administrer ou toute réac-
tion croisée avec un autre antigéne.
L'existence préalable d'anticorps spéci-
figues contre un immunogeéne donné peut
influencer la quantité d'anticorps produits
et leur qualité, en particulier lorsqu'on
recherche un AcP monospécifique. Habi-
tuellement, on prépare un échantillon de
sérum antérieur a l'immunisation (avant le
prélévement) en quantité suffisante pour
disposer d'un contréle pendant toute
la durée des tests et de l'utilisation
subséquente de I'immunesérum.

On trouvera des directives générales sur les
soins a prodiguer aux animaux servant a la
production d'anticorps dans les autres
lignes directrices du CCPA. Dans la mesure
du possible, les animaux doivent étre logés
dans les conditions qui répondent le mieux
a leurs besoins sociaux et comportemen-
taux de fagon a leur permettre d'avoir un
comportement naturel, le logement en

groupe étant préférable (CCPA, 1990).
Lorsque cette situation est impossible, la
décision devrait étre justifiée auprés du
CPA.

Principe directeur: Les chercheurs et le
personnel de recherche et de soins aux
animaux travaillant a la production
d'anticorps polyclonaux doivent étre
compétents et avoir recu la formation
pertinente.

La formation et la compétence des utilisa-
teurs d'animaux et du personnel de soins
sont d'une importance capitale pour la
réduction de la douleur et de la détresse
chez les animaux. En plus de posséder des
connaissances sur le soin des animaux, le
personnel doit comprendre les principes de
base de I'immunologie et avoir la formation
et la compétence voulues en matiére de
procédures d'immunisation et de préleve-
ment sanguin. Pour certaines espéces, il
devra également connaitre les procédures
d'anesthésie. Le personnel doit aussi savoir
reconnaitre les signes de douleur et de
détresse chez l'espéce utilisée (CCPA,
1993; 1999).

2. Protocole d'immunisation

Principe directeur: Les comités de
protection des animaux doivent évaluer
les protocoles d'immunisation en fonc-
tion du bien-étre des animaux; ils
doivent porter une attention particuliére
aux immunogénes atypiques et aux
adjuvants susceptibles de causer de la
douleur et/ou de la détresse.

Le comité local de protection des animaux
doit examiner le protocole de production
d'anticorps pour chaque nouvel immuno-



géne ou nouvelle combinaison d'immu-
nogéne/adjuvant; le protocole doit faire état
des démarches entreprises pour déterminer
si le produit requis est disponible commer-
cialement ou auprées d'un autre groupe de
recherche. L'examen peut étre bref si
le type d'immunogéne en question a déja
été employé et si des PNF sont déja en
vigueur. Les protocoles relatifs a de
nouveaux immunogénes doivent faire
I'objet d'un examen plus attentif et, dans ce
cas, on doit consulter un immunologiste.
Des PNF doivent étre en vigueur pour
les procédures de routine, mais ils devront
parfois étre légérement modifiés selon
le projet envisagé. L'emploi de I'ACF peut
causer une douleur et une détresse considé-
rables chez les animaux. Par conséquent,
tout protocole prévoyant I'emploi de I'ACF
ou qui, selon le chercheur, peut mener a
une réaction défavorable chez I'animal doit
étre examiné avec grand soin et classé
dans la catégorie de techniques invasives D
(CCPA, 1991). Cette catégorisation pourra
étre changée par la suite en une catégorie
de techniques invasives C a partir d'un
rapport favorable sur I'état de santé des
animaux et rédigé par les personnes
responsables de leur soin quotidien.

3. Procédés normalisés de
fonctionnement

Principe directeur: Chaque animalerie
doit élaborer des procédés normalisés
de fonctionnement pour la produc-
tion d'AcP chez chacune des espéces
utilisées.

Le protocole d'immunisation souléeve
plusieurs questions importantes: 1) le mode
de préparation de l'antigéne; 2) I'emploi d'un
adjuvant (y a-t-il lieu d'utiliser un adjuvant,

et lequel?); 3) la voie d'administration et le
nombre de sites d'injection; 4) le volume a
injecter; et 5) le calendrier des injections.
On doit également mettre en place des PNF
pour limiter la fréquence d'utilisation de
chaque animal et la durée de la période
pendant laquelle un animal donné peut étre
utilisé a des fins de production d'anticorps.

4. Préparation de I'immunogeéne

Principe directeur: L'immunogéne doit
étre préparé de facon a déclencher une
réponse acceptable sans nuire au bien-
étre des animaux.

La qualité de la préparation de I'immu-
nogene revét une importance capitale.
L'immunogéene ne doit pas étre toxique, et il
doit étre préparé dans des conditions
d'asepsie ou étre autrement rendu stérile
et exempt de toxines et de pyrogénes. En
particulier, on doit éliminer autant que
possible tout résidu chimique, endotoxine
contaminante ou autre contaminant toxique
(p. ex. <1ng/ml pour les immunogénes pro-
duits a partir de bactéries gram-négatives)
et ajuster le pH aux taux physiologiques. La
plupart des immunogénes protéiques
peuvent étre stérilisés par passage a
travers un filtre d'acétate de cellulose micro-
poreux (taille des pores, 0,22um). Dans un
sondage récent effectué aupres des institu-
tions canadiennes qui préparent réguliere-
ment des AcP (Craig et Bayans, 1999), les
répondants ont indiqué que l'immunisation a
I'aide de protéines dans du gel de polyacry-
lamide était associée a des réactions
adverses au site d'injection.

La quantité d'antigéne a injecter pour
obtenir une quantité raisonnable d'anticorps
varie beaucoup selon l'espéce et la souche
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de l'animal a immuniser, I'adjuvant, la voie
et la fréequence des injections de méme que
I'immunogénicité de l'antigéne.

La qualité des AcP produits et leur quantité
dépendent de la taille et de I'état de
I'immunogéne. Pour obtenir une réponse
immunitaire, il peut étre nécessaire de
conjuguer les petits polypeptides et les
molécules autres que les protéines avec
des protéines porteuses immunogéniques
plus grosses. On doit choisir les molécules
porteuses de facon a éviter la suppression
de la réponse immunitaire a l'antigéne due
a l'existence préalable d'anticorps contre
la molécule porteuse (dissimulation de
I'épitope par la molécule porteuse) (Schutz,
et al., 1985).

Il faut également noter que la conformation
de I'antigéne revét une certaine importance
puisque les anticorps produits contre des
protéines originales réagissent mieux
avec des protéines originales et que ceux
produits contre des protéines dénaturées
réagissent parfois mieux avec des protéines
dénaturées. Par exemple, si les AcP sont
employés pour bloquer un site actif sur une
protéine, l'antigéne ne devrait pas étre
dénaturé avant l'injection. A cet égard, il
convient de remarquer qu'un adjuvant
préparé a l'avance dans une émulsion
d'huile dans I'eau et ou l'immunogéne est
a l'état adsorbé conservera mieux la
conformation originale de l'antigéne que
si celui-ci est préparé dans une émulsion
d'eau dans I'huile nécessitant un mélange
vigoureux (Allison et Byars, 1991). Un
antigéne adsorbé sur alun peut également
donner une bonne réponse de production
d'anticorps contre la configuration native
(Chen, et al., 1964; Dardiri et Delay, 1964;
Butler, et al., 1969; Cohen, et al., 1970;
Weeke, et al., 1975; et Ziola, comm. pers.).

5. Choix de I'adjuvant

Principe directeur: La décision d'em-
ployer ou non un adjuvant doit étre mire-
ment réfléchie et justifiée. Les cher-
cheurs doivent rechercher I'adjuvant
le mieux adapté a I'antigéne a employer
a la lumiére des connaissances les
plus récentes sur les préparations
immunogéne/adjuvant. Pour tout proto-
cole prévoyant l'utilisation d'un nouvel
adjuvant ou immunogéne, on doit
demander I'avis d'un immunologiste
compétent. L'emploi de I'adjuvant
complet de Freund doit étre évité dans la
mesure du possible; au besoin, on ne
doit s'en servir que pour lI'immunisation
primaire et il doit contenir moins de
0,5mg/ml de mycobactéries.

Les chercheurs et les membres des CPA ne
doivent pas négliger la douleur et la
détresse intenses produites par les adju-
vants chez les animaux de laboratoire. La
plupart des effets secondaires indésirables
de gravité et de durée variables découlant
de la production d'AcP sont causés par les
adjuvants (Jennings, 1995). On doit donc
commencer par déterminer si 'adjuvant est
bien nécessaire. La fonction des adjuvants
est de stimuler la réponse immunitaire. Leur
emploi doit donc permettre d'accroitre et de
prolonger la production d'anticorps.

Les adjuvants ont plusieurs modes d'action.
lls forment parfois, au site de l'injection, un
dépdt d'immunogéne qui est libéré lente-
ment sur un certain laps de temps, ce qui a
pour effet d'entretenir la stimulation du
systéeme immunitaire. lls peuvent également
contribuer a acheminer I'immunogéne a
la rate ou aux ganglions lymphatiques, la
ou se produisent une grande partie des
interactions cellule-cellule de la réponse



immunitaire. Les adjuvants peuvent activer
directement ou indirectement divers types
de cellules comme les macrophages ou les
lymphocytes T auxiliaires qui interviennent
dans la réponse immunitaire. lls peuvent
également avoir un effet sur la durée, la
sous-classe et I'avidité des anticorps
produits ainsi que sur l'immunité a média-
tion cellulaire (Hunter, et al., 1995).

L'emploi d'un adjuvant est généralement
nécessaire avec les préparations d'immu-
nogénes purs ou relativement purs. Si
I'immunogéne est une petite molécule, il ne
déclenche habituellement pas de réponse
immunitaire lorsqu'il est seul. L'adjuvant
permet aussi parfois de réduire la quantité
d'immunogéne employée, ce qui peut avoir
son importance lorsqu'il s'agit de molécules
rares ou particulierement précieuses. Les
antigénes fortement agrégés peuvent ne
pas nécessiter d'adjuvant, et ils déclenchent
méme parfois une réponse immunitaire plus
franche en l'absence d'adjuvant.

En présence de balles de plastique, les
adjuvants ne sont pas nécessaires parce
que la balle joue elle-méme le rble de réser-
voir d'immunogéne qui prolonge la libération
d'antigénes dans Il'organisme (Clemons, et
al., 1992).

La préparation immunogéne/adjuvant doit
étre peu toxique et facilement injectable en
petits volumes. Les adjuvants les plus
utilisés sont I'adjuvant complet de Freund
(ACF), I'adjuvant incomplet de Freund
(AIF), le Quil A, le Ribi*®, le TiterMax"" et
les adjuvants a base de substances
minérales (hydroxyde d'aluminium, phos-
phate d'aluminium et phosphate de
calcium). Cependant, aucun des quelques
100 adjuvants connus ne posséde a lui seul
toutes les qualités recherchées. En plus

des bréves descriptions des adjuvants
communément utilisés au Canada pour
remplacer I'ACF et I'AIF (Annexe A), voir
Leenars, et al., 1999; Jennings, 1995;
CEDARLANE Laboratories Limited, “The
Adjuvant Guide” (Hornby, Ontario) ou la
base de données européenne sur les adju-
vants (Stewart-Tull, 1995), ou I'on trouvera
des renseignements supplémentaires.

Le CCPA reconnait que de nombreux
chercheurs hésitent a abandonner I'ACF
parce qu'il est considéré comme un étalon a
cause de son efficacité bien connue avec
une large gamme d'antigénes (Craig et
Bayans, 1999). Bien que I'ACF soit I'un des
adjuvants les plus efficaces, il peut causer
des réactions inflammatoires chroniques
plus intenses; par conséquent, on ne doit
I'employer qu'aprés avoir démontré que les
autres adjuvants sont inadéquats, par
exemple lorsqu'on ne dispose que de
faibles quantités d'immunogénes solubles
ou lorsque la production d'anticorps est
faible (Jennings, 1995). Broderson (1989) a
montré que la réaction inflammatoire est
moins prononcée si la concentration de
mycobactéries dans la préparation d'ACF
est inférieure a 0,1mg/ml. Si I'on dispose de
grandes quantités d'un immunogéne parti-
culaire donné ou si l'antigéne est fortement
immunogene, on doit effectuer I'immunisa-
tion sans adjuvant ou avec un autre
adjuvant. Si I'ACF est indispensable, on ne
doit I'employer que pour lI'immunisation
primaire sous-cutanée, en suivant les
procédures détaillées a la Partie C.7 —
Volume d'injection et nombre de sites
d'injection, puis opter pour I'AIF pour les
immunisations de rappel si un adjuvant est
encore nécessaire. Les immunisations
secondaires (rappels) peuvent parfois étre
effectuées a l'aide d'une solution tampon
saline.
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Généralement, I'antigéne doit étre mélangé
a un volume égal d'adjuvant et émulsifié.
Pour obtenir une émulsification optimale,
on procede a l'aide de deux seringues
Luer-Lok et d'un connecteur a verrouillage,
et on fait passer plusieurs fois I'adjuvant et
I'immunogéne d'un cylindre a l'autre jusqu'a
ce que le mélange devienne pateux. On
peut aussi effectuer I'émulsification par
sonication au moyen d'une sonde étroite;
cependant, dans ce cas, il faut maintenir
le mélange sur la glace pour éviter la
surchauffe. L'étape de la préparation du
mélange immunogeéene/adjuvant est impor-
tante parce que I'émulsification incompléte
est I'une des principales causes d'échec de
I'immunisation. La dispersion de I'émulsion
avec un volume égal de 2 % de Tween 80 a
pour effet de faciliter I'injection en réduisant
la viscosité de la solution (Herbert, 1965).

6. Voie d'injection

Principe directeur: On doit choisir la voie
d'injection de fagon a provoquer le
moins de détresse possible chez

I'animal.

Comme on le voit a I'Annexe B, la voie
d'injection peut étre sous-cutanée (S.C.),
intramusculaire (1.M.), intradermique (1.D.),
intrapéritonéale (I.P.) ou intraveineuse
(1.V.). Les injections dans le coussinet
plantaire ou dans les ganglions lympha-
tiques ou intraspléniques sont forte-
ment déconseillées et, lorsqu’elles sont
nécessaires, elles doivent étre justifiées
au cas par cas. Toute injection dans un
espace clos est douloureuse, de sorte
que méme le choix de la voie intramus-
culaire ou intradermique peut étre con-
testable. Aucune autre voie d'injection
n'est permise. Dans le passé, on procédait

a des injections dans le coussinet plantaire
pour pouvoir suivre la réponse immunitaire
contre un antigéne spécifique en examinant
les cellules du systéme immunitaire ayant
pour fonction de traiter I'antigéne. Les
immunogenes injectés dans le coussinet
plantaire sont traités dans le ganglion lym-
phatique poplité, ce qui permet de prélever
les cellules souhaitées réguliérement et
avec précision. Cependant, on peut arriver
au méme résultat en pratiquant l'injection a
la base de la queue ou dans la région du
poplité.

L'administration par voie intraveineuse peut
étre la meilleure solution pour les immu-
nogenes en petites particules parce que
ceux-ci se disséminent alors dans I'ensem-
ble de l'organisme et, par conséquent, ils
sont facilement capturés par les cellules
lymphoides. Les adjuvants a base d'huile,
en gel visqueux ou en grosses particules
ne doivent pas étre administrés par voie
intraveineuse parce qu'ils peuvent provo-
quer une embolie pulmonaire (Herbert,
1978).

Les adjuvants huileux ou en gel visqueux,
et particulierement I'ACF, doivent étre
injectés par voie sous-cutanée pour éviter la
formation d'abcés stériles. Les adjuvants a
base d'huile ou en gel visqueux ne doivent
pas étre administrés par voie intramuscu-
laire chez les petits animaux comme
les souris ou les rats. Le mélange immu-
nogéne/adjuvant injecté par voie I.M. peut
se propager entre les faisceaux musculaires
le long des plans interfasciaux et irriter
les faisceaux nerveux, provoquant ainsi
de sérieuses pathologies dues a l'inflamma-
tion.

La voie d'injection I.D. ne doit pas étre
employée chez les petits animaux; on doit



la réserver seulement aux cas ou elle est
absolument nécessaire. Lorsqu'on procéde
a des injections par voie I.D. chez les lapins
et les animaux de plus grandes tailles, les
volumes administrés doivent étre petits
(25ul chez le lapin) (Halliday, et al., 2000).

L'injection de mélanges d'adjuvants par
voie intrapéritonéale n'est pas recom-
mandée pour la production d'AcP parce
qu'elle provoque l'inflammation, la péritonite
et des changements comportementaux
(Leenars, et al., 1999; Toth, et al., 1989).
Voir Partie C.7 — Volume d'injection et
nombre de sites d'injection, et 'Annexe B,
ou l'on trouvera d'autres recommandations
pour les cas ou l'injection par voie I.P. est
indispensable.

Les sites d'injection ne doivent pas entraver
les manipulations subséquentes de I'animal
lors des prélevements sanguins, entre
autres.

Si I'on cherche a obtenir de grands volumes
d'AcP, on doit envisager I'emploi de balles
de plastique. Celles qui sont utilisées chez
le lapin sont des balles de golf perforées
qu'on trouve chez divers fournisseurs com-
merciaux. Avant l'implantation, les balles
doivent étre stérilisées a I'oxyde d'éthyléne.
On doit les implanter conformément aux
techniques de chirurgie aseptique décrites
par Hillam, et al. (1974) et Reid, et al.
(1992). Pendant l'intervention, on doit main-
tenir des conditions strictes d'asepsie pour
éviter l'infection secondaire de l'implant. Au
moins quatre semaines de récupération
postopératoire sont nécessaires pour
permettre la cicatrisation avant |'utilisation
expérimentale; pendant ce laps de temps,
les animaux doivent étre logés individuelle-
ment pour éviter les blessures. Une fois
préparée, la balle peut servir a l'injection

primaire et aux rappels ainsi qu'au préléve-
ment du sérum.

Pour ce qui est de la voie d'injection, de la
quantité d'antigéne et de la cinétique de la
production d'anticorps spécifiques, I'immuni-
sation des poulets pour 'obtention d'AcP
est comparable a celle des lapins (Haak-
Frendscho, 1994; Song, et al., 1985). Les
adjuvants recommandés pour lI'immuni-
sation des poulets (Schade, et al., 1996) sont
I'adjuvant incomplet de Freund (AIC), le
Specol ou de préférence le lipopeptide
PCSL (Pamj-Cys-ser-[Lys],; 250ug).
Erhard, et al. (1997) ont constaté que le
PCSL avait peu d'effets secondaires alors
que le traitement a I'ACF ou a I'ACF/AIF
produisait des granulomes multiples. La
quantité d'immunogéene administrée doit se
situer dans la fourchette de 10ng a 1mg (de
préférence de 10 a 100ug). Chez les jeunes
poulets de laboratoire, l'injection doit étre
faite par voie I.M. (muscle du cou ou de la
poitrine), et on doit éviter I'injection .M.
dans la jambe parce qu'elle peut provoquer
une boiterie. Les poulets doivent avoir au
moins sept semaines. Chez les poulets plus
agés, on doit opter pour la voie S.C. pour
injecter un volume de moins de 1ml; on
procéde généralement a au moins deux
vaccinations. On doit administrer la vaccina-
tion primaire et le rappel avant la période de
ponte et a intervalle de six semaines pour
les adjuvants en émulsion et de quatre
semaines pour les adjuvants lipopep-
tidiques. La production d'ceufs peut étre
affectée par le stress di a la manipulation
et par la nature de l'antigéne ou de I'anti-
corps. On doit vérifier les titres d'anticorps
dans le jaune d'ceuf 14 jours apres la
derniére vaccination; si les titres d'anticorps
diminuent, on peut administrer des rappels
a intervalle de quatre a huit semaines
pendant la période de ponte. On peut
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prélever les anticorps contenus dans les
ceufs pendant toute la période de ponte
(environ un an).

Il est également possible d'administrer
I'adjuvant en aérosol et par voie orale et
intranasale. Ces méthodes ont l'avantage
de stimuler la réponse aux IgA et elles
peuvent aussi étre moins stressantes pour
les animaux. On trouvera des exemples
d'administration a des souris dans Shen,
et al. (2000); Shen, et al. (2001); McCluskie
et Davis (2001); McCluskie, et al. (2000);
Coste, et al. (2000); Falero-Diaz, et al.
(2000); et Holan, et al. (2000). Pour I'admi-
nistration a des rats, voir Papp, et al.
(1999); et Baxi, et al. (2000). Pour I'adminis-
tration a des chevaux, voir Nally, et al.
(2001); pour I'administration a des porcs,
voir Katinger, et al. (1999); et Tuboly et
Nagy (2001); et pour l'administration a des
poulets, voir Sharma (1999).

7. Volume d'injection et nombre
de sites d'injection

Principe directeur: Le volume d'injection
doit étre le plus petit possible et se
situer dans les limites recommandées.

La littérature contient des recommandations
visant a limiter le nombre de sites d'injec-
tion. Cependant, pour ce qui est de la
réduction des effets adverses, il semble
étre moins stressant pour I'animal, au cours
de la phase de post-immunisation, de
réduire le plus possible le volume d'injection
et d'utiliser des sites d'injection multiples.
Les volumes d'injection recommandés
pour I'immunogéne seul ou avec adju-
vant sont indiqués a I'"Annexe B. |l
convient de souligner que les volumes
d'injection d'immunogéne et d'adjuvant

recommandés par site pour réduire autant
que possible les réactions a l'immunisation
sont inférieurs aux volumes d'injection
généralement recommandés. Il faut emplo-
yer des aiguilles de gros calibre (20 a 21
pour le lapin) parce que les mélanges
immunogéne/adjuvant sont assez visqueux.
La double émulsification décrite par Herbert
(1965) permet de réduire la viscosité de la
solution et donc d'utiliser une aiguille de
plus petit calibre (26 a 27).

Certaines espéces doivent étre mises sous
sédatif avant l'injection. Cet aspect peut
revétir une importance particuliére si I'on a
opté pour des sites d'injection multiples.

Dans tous les cas, on doit aseptiser1 et
laisser sécher le site immédiatement avant
I'injection d'immunogéne ou de mélange
immunogéne/adjuvant.

Pour éviter la formation d'abcés lors de
I'administration d'ACF, il est important
d'injecter tout le mélange de fagon asep-
tique dans I'espace S.C. et non par voie I.D.
ou I.M. On devra veiller en particulier a ne
pas contaminer le passage de l'aiguille.
Lorsque la solution a été injectée et avant
que l'aiguille ne soit retirée de I'espace
S.C., le piston doit étre retiré de quelques
mm et l'aiguille rapidement retirée de
I'espace S.C. Ainsi on réduira les fuites
dans le tissu dermique.

Lorsqu'il n'y a aucun signe de réaction a la
premiere injection, on peut faire les injec-

La préparation aseptique de la peau
comprend le coupage de la fourrure et
une préparation chirurgicale en trois étapes:
I'utilisation de savon chirurgical, le ringage
avec alcool, puis une solution de préparation
chirurgicale.



tions de rappel prés du premier site pour
mettre a profit les cellules-mémoires
établies dans les ganglions lymphatiques
qui drainent cette région. Cela peut possi-
blement réduire le nombre d'injections
nécessaires par animal et/ou le nombre
d'animaux nécessaires pour obtenir une
réponse immunitaire efficace. Les sites
d'injection doivent étre suffisamment
espacés pour empécher la coalescence
des lésions inflammatoires, qui peut
entrainer l'interruption de l'irrigation
sanguine de la région touchée avec forma-
tion subséquente d'abcés ouverts et,
occasionnellement, la perte de tissus.
Cependant, s'il y a des signes de réaction
locale, les injections de rappel doivent étre
effectuées a bonne distance des injections
précédentes et jamais sur le site d'un
granulome ou d'une enflure produite par
une autre injection.

Immédiatement aprés l'injection primaire
et aprés les rappels subséquents, on
doit surveiller attentivement les animaux
pour détecter toute réaction anaphylac-
tique (voir Partie C.9 — Surveillance des
animaux). Les animaux qui ressentent une
douleur ou une détresse impossible a
soulager doivent étre euthanasiés.

Les immunogénes doivent étre injectés
directement dans la balle de plastique, le
cas échéant (Clemons, et al., 1992).

Le protocole de rappel peut avoir un effet
significatif sur le résultat de I'immunisation.
Le délai écoulé entre deux vaccinations
peut influencer la production de cellules-
mémoires B et le changement de classe
des lymphocytes B (d'IgM a d'autres
classes ou sous-classes d'anticorps). De
facon générale, on peut envisager de
procéder a un rappel lorsque le titre des

anticorps a atteint sa valeur la plus élevée
ou qu'il a commencé a diminuer ou
lorsqu'on s'attend a une augmentation
du nombre de cellules-mémoires. Si la
premiere vaccination a été effectuée sans
adjuvant formateur de dépét, le titre d'anti-
corps atteint habituellement un maximum
deux a trois semaines plus tard. En
présence d'un adjuvant formateur de dépét,
l'injection de rappel peut étre effectuée au
moins quatre semaines apres la premiére
vaccination. Il n'est pas toujours nécessaire
d'utiliser un adjuvant avec les injections de
rappel.

Dans la plupart des cas, on doit considérer
que le point limite de la production d'anti-
corps est le moment ou le titre d'anticorps a
atteint un niveau acceptable (généralement
aprés un nombre maximal de deux rappels).
Il est généralement inutile d'établir un calen-
drier de vaccination prolongé comportant
des rappels répétés; en effet, cela ne
meénerait pas uniqguement a la production
d'anticorps ayant une affinité accrue pour
I'immunogéne en question, mais égale-
ment a la production d'un plus grand
nombre d'anticorps spécifiques aux conta-
minants présents dans la préparation
(si I'immunogéne n'est pas une protéine
purifiée ou un peptide purifié) (Leenars,
et al., 1999). Les rappels multiples
ne devraient pas nécessiter I'emploi
d'un adjuvant. Dans tous les cas, on
doit tenir compte du bien-étre des
animaux.

Les animaux peuvent étre mis au repos
pendant de longues périodes entre les
rappels. De plus, lorsque le titre d'anticorps
dans le sérum a atteint un niveau suffisant,
des prélévements sanguins effectués a
intervalles réguliers peuvent faciliter I'obten-
tion de quantités adéquates d'anticorps
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contre les immunogénes disponibles en
quantités limitées. Cependant les animaux
ne doivent pas étre maintenus inutilement
dans un programme de production d'anti-
corps. Ceux qui sont gardés a long terme
dans une animalerie doivent étre sous la
surveillance d'un vétérinaire pendant cette
période.

8. Prélevement sanguin

Principe directeur: Le choix de la procé-
dure de prélevement sanguin doit viser
a réduire le plus possible le stress chez
I'animal et étre conforme aux lignes
directrices les plus récentes du CCPA.

Les procédés normalisés de fonction-
nement pour la préparation d'AcP doivent
inclure un volet sur les prélévements
sanguins. A cet égard, la formation et
I'expertise du personnel chargé d'exécuter
la procédure revétent une importance signi-
ficative (CCPA, 1999). Les animaux doivent
étre gardés au chaud et a I'écart des
facteurs environnementaux stressants
tels que le bruit. L'emploi de solvants
organiques pour provoquer une vasodila-
tation n'est pas recommandé. L'anesthésie
générale n'est pas nécessaire pour le
prélevement de sang chez les lapins et les
animaux de plus grandes tailles, ni chez les
rongeurs si I'on se sert de la veine de la
queue ou de la veine saphene. Cependant,
I'anesthésie terminale est requise lorsque
le volume a prélever exige une ponction
cardiaque. Sur les oreilles des lapins, il
peut étre avantageux d'employer des
anesthésiques locaux comme une créme
EMLA™ ou des analgésiques parentéraux.
Le calibre de l'aiguille doit étre choisi en
fonction de la taille du vaisseau sanguin.
Les lapins doivent étre saignés par la veine

de l'oreille a I'aide d'une aiguille et non
d'une lame de scalpel parce que l'incision
peut endommager les vaisseaux sanguins
et les tissus environnants, ce qui peut
causer une nécrose de la région affectée
et la perte de tissu de l'oreille. Le volume
prélevé ne doit pas dépasser 10 % du
volume sanguin total de I'animal (environ
1 % de son poids) si le prélevement a lieu
toutes les deux semaines, et 15 % du
volume sanguin total si le prélévement a
lieu toutes les quatre semaines (Morton, et
al., 1993; McGuill et Rowan, 1989; Diehl, et
al., 2001).

Le prélévement de sérum a partir de balles
en plastique implantées est relativement
facile et ne nécessite pas d'anesthésie
locale. La peau recouvrant la balle doit
étre préparée de facon aseptique; on insére
une aiguille hypodermique stérilisée munie
d'un bouchon de coton par l'un des trous,
dans la partie dorsale de la balle, et on
retire le liquide par une seconde aiguille
reliée a une seringue (Whary, et al.,
1998).

Pour la production d'AcP chez le poulet, on
préléve les ceufs quotidiennement (en
général, un ceuf est pondu par jour) et on
les marque pour identification. On peut les
conserver jusqu'a un an a une température
de 4°C avant la purification des anticorps
(IgY) (Haak-Frendscho, 1994; Svendsen, et
al., 1995).

L'exsanguination doit étre effectuée sous
anesthésie générale terminale par une
technique permettant le prélévement du
volume maximal de sang. Aprés l'exsan-
guination, il faut s’assurer du décés du
I'animal et I'euthanasier au besoin, confor-
mément aux lignes directrices les plus
récentes du CCPA.



9. Surveillance des animaux

Principe directeur: Les animaux doivent
étre surveillés quotidiennement et les
procédés normalisés de fonctionnement
doivent inclure une liste de vérification
pour les points limites.

Les PNF doivent inclure la tenue obligatoire
de dossiers. Le dossier d'immunisation doit
indiquer l'agent, la voie d'administration, le
ou les sites d'administration, le volume et la
date d'injection et le poids de I'animal.

Les injections d'immunogénes ou de
mélanges d'immunogéne/adjuvant peuvent
provoquer des réactions inflammatoires;
par conséquent on doit surveiller tous les
jours les réactions aux sites d'injection en
particulier et vérifier I'état de santé et de
détresse des animaux en général. Leur
consommation d'eau et de nourriture, leur
activité et leur apparence générale doivent
étre surveillées.

Les PNF doivent comporter, a l'intention du
personnel chargé des soins, une liste
de vérification quotidienne des animaux
produisant des AcP ainsi que des points
limites définis qui déclenchent l'arrét des
procédures (euthanasie) si I'animal subit
une détresse qui ne peut étre soulagée
due a une réponse inflammatoire. Les
PNF doivent inclure I'obligation pour les
chercheurs de communiquer avec le
personnel vétérinaire (et obliger le person-
nel vétérinaire a communiquer avec le cher-
cheur principal) si des lésions aux sites
d'injection ou des signes de douleur ou
de détresse sont identifiés. Le personnel
vétérinaire doit étre chargé de procéder a
une évaluation appropriée des animaux en
temps opportun et de mettre en ceuvre des

mesures thérapeutiques au besoin. En cas
de lésions dues a la vaccination, la thérapie
de soutien peut comprendre un nettoyage
topique et I'administration d'un antibio-
tique et (ou) d'un analgésique. Il peut étre
nécessaire d'administrer des liquides de
remplacement ou des suppléments alimen-
taires aux animaux ayant bu de moins
grandes quantités d'eau ou ayant manifesté
une anorexie prolongée. Les animaux
doivent également étre surveillés attentive-
ment aprés les prélévements sanguins,
particulierement si la procédure a été
effectuée sous anesthésie (CCPA, 1998).

10. Disposition des animaux

On doit disposer des animaux conformé-
ment aux lignes directrices du CCPA et aux
réglements des CPA locaux. Lorsque le
prélevement d'anticorps est terminé, le
chercheur a la responsabilité d'en informer
le personnel chargé des soins pour qu'il
dispose des animaux conformément a ce
qui a été convenu dans le protocole. Il peut
s'agir d'euthanasie ou de placement |a
ou il existe des programmes d'adoption. I
convient de noter que si 'ACF a été admi-
nistré a des animaux producteurs de
viande, on ne doit pas revendre ceux-ci
pour la consommation humaine. Pour
I'élimination des animaux qui ont regu
d'autres adjuvants, on devra communiquer
avec I'Agence canadienne d'inspection
des aliments’.

Agence canadienne d'inspection des aliments,
Gestionnaire nationale, Section des produits
biologiques vétérinaires, Ottawa (ON) (613)
225-2342.
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D. PRODUCTION D'ANTICORPS
MONOCLONAUX

Les anticorps monoclonaux (AcM) sont des
anticorps qui ont une seule spécificité
choisie et qui sont habituellement sécrétés
de fagcon continue par des hybridomes
rendus «immortels». L'hybridome est un
hybride artificiel construit a partir d'une
cellule lymphoide productrice d'anticorps et
d'une cellule myélomateuse (immortelle). La
technique des hybridomes mise au point
par Kéhler et Milstein en 1975 est un outil
de production de grandes quantités d'anti-
corps hautement spécifiques qui a eu
des répercussions considérables sur les
méthodes de diagnostic et de thérapie ainsi
que sur I'ensemble la recherche biomédi-
cale.

La production des AcM se déroule en deux
étapes principales: 1) la production in vivo
(immunisation) de cellules lymphoides
sécrétant des anticorps et la sélection in
vitro d'un hybridome producteur d'anticorps;
2) la multiplication de clones de I'hybridome
soit in vitro, soit in vivo. L'annexe C montre
les étapes de la production d'AcM. Les
méthodes les plus récentes de produc-
tion d'AcM, par exemple les techniques
d'expression des phages et I'expression
sous forme de protéines recombinantes, ne
nécessitent pas l'utilisation d'animaux et ne
seront pas abordées ici.

En dépit des commentaires formulés a
I'origine par Kohler et Milstein sur la
méthodologie générale (in vitro) de produc-
tion des hybridomes («La production d'anti-
corps spécifiques prédéfinis a partir de
cultures de lignées cellulaires permanentes
présente un intérét d'ordre général.» et
«De telles cellules peuvent étre cultivées a
grande échelle in vitro.» [traduction libre]),

la production d'AcM est réalisée in vivo pour
presque toutes les utilisations. Il s'est avéré
qu'il était possible de produire des AcM
par injection d'hybridomes dans la cavité
abdominale de plusieurs espéces de
rongeurs. La multiplication subséquente des
hybridomes dans le liquide ascitique permet
de produire facilement des AcM de fagon
économique.

Une autre méthode possible de production
d'AcM, qui n'est cependant pas employée
régulierement, est I'extraction d'anticorps
recombinants a partir du lait d'animaux
génétiquement modifiés. Cette méthode
sera peut-étre de plus en plus utilisée a
I'avenir parce qu'il faudra accroitre la
production d'anticorps pour répondre aux
besoins et parce que I'expression des AcM
semble étre beaucoup plus importante
dans le lait des souris et des chévres
transgéniques que dans les systémes
de culture cellulaire (Young, et al., 1998).
La création et I'utilisation d'animaux comme
bioréacteurs pour la production d'AcM
doivent étre conformes aux Lignes direc-
trices du CCPA: animaux transgéniques
(1997b).

Principe directeur général: On doit faire
tout ce qui est possible pour obtenir des
substances déja disponibles ou pour
produire les AcM par des méthodes in
vitro. Par conséquent, le chercheur doit
justifier auprés du CPA tout projet de
production d'anticorps monoclonaux par
la méthode des ascites.

Les AcM produits commercialement
devraient provenir de sources conformes
aux lignes directrices du CCPA ou s'ils
sont de source internationale, ils doivent
étre accrédités par AAALAC. Pour obtenir
une liste de fournisseurs d'AcM produits



in vitro, voir http://www.frame.org.uk/
Monoclonal_Suppliers.htm.

La production d'AcM par la méthode des
ascites chez la souris souléve plusieurs
questions liées au risque de douleurs et de
souffrances intenses et inutiles chez ces
animaux (Anon., 1989). Un certain nombre
de méthodes in vitro ont donc été mises au
point pour remplacer la méthode de l'ascite
chez les rongeurs. Certains pays ont interdit
la production réguliere d'AcM in vivo
(Shavlev, 1998). Dans un rapport récent
produit par un comité du US National
Research Council a la demande des
National Institutes of Health américains, il
est recommandé d'adopter des méthodes in
vitro pour la production réguliere la ou cela
est praticable et que lorsque I'on opte pour
la méthode de I'ascite chez la souris, on soit
tenu de justifier cette pratique auprés d'un
comité institutionnel de protection et d'utili-
sation des animaux (Peterson, 1999). Il est
généralement admis que les progrés
accomplis dans le domaine des techniques
in vitro permettent actuellement d'employer
ces méthodes pour plus de 90 % de la
production d'AcM (ILAR, 1999).

Dans ce contexte, il faut noter qu'en vertu
des Principes régissant la recherche sur les
animaux (1989) du CCPA, les chercheurs
sont tenus de suivre le principe des «trois
R» de Russell et Burch (1959) a savoir le
remplacement (des animaux par du matériel
non doué de sensation ou par d'autres
animaux moins sensibles); la réduction (du
nombre d'animaux utilisés); et le raffinement
(de la technique, «pour réduire a un mini-
mum absolu le niveau de détresse imposé
aux animaux devant étre utilisés»).

Chez l'animal, une douleur et une détresse
considérables peuvent résulter de l'injection

intrapéritonéale (I.P.) de I'amorce (p. ex.
pristane ou adjuvant incomplet de Freund),
de l'effet de I'amorce aprés administration,
de l'inoculation |.P. des hybridomes, et de la
croissance des cellules tumorales dans la
cavité abdominale (effets primaires) sous
forme de plaques péritonéales qui s'infiltrent
dans la paroi abdominale ou les organes
abdominaux. Plus précisément, il semble
que l'injection par voie I.P. produit un niveau
de détresse modéré; on signale que la
production de l'ascite et la croissance de
tumeurs causent de la souffrance chez les
patients humains (Kuhlmann, et al., 1989);
de plus, les changements pathophy-
siologiques et pathologiques complexes
peuvent provoquer une détresse consi-
dérable chez I'animal utilisé (Hendriksen,
1998). On pense que les ponctions de
liquide ascitique soulagent partiellement la
douleur ou la détresse dues a la distension
abdominale, mais l'immobilisation et
I'administration d'anesthésiques avant
le prélevement du liquide ascidique
constituent une source supplémentaire de
détresse pour les animaux.

Le CCPA reconnait qu'il a la responsabilité
d'appuyer les CPA en ce qui a trait aux
preuves que les chercheurs doivent fournir
pour démontrer qu'il n'existe pas de métho-
des de remplacement appropriées (Lignes
directrices du CCPA: révision de protocoles
d'utilisation d'animaux d'expérimentation,
1997a). Par conséquent le CCPA consti-
tuera et maintiendra un répertoire d'informa-
tions sur les techniques appropriées de
production d'AcM in vitro (Annexe D). Il
reconnait également que dans les pays qui
ont interdit le procédé de I'ascite, I'utilisation
de la méthodologie in vitro a été stimulée
par la création de centres d'excellence qui
centralisent la production d'AcM in vitro et
fournissent la formation, I'expertise et les
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ressources pertinentes. Certains organis-
mes offrent aussi d'effectuer la production in
vitro a contrat.

Idéalement, un systeme de remplacement
in vitro ne devrait pas étre plus colteux
qu'un systéme in vivo, ne pas nécessiter de
conditions de culture spéciales, permettre
de produire des AcM a forte concentration,
étre exempt de toute contamination, étre
réutilisable et permettre d'obtenir des
quantités suffisantes d'AcM relativement
purs dans un délai raisonnablement court
(Falkenberg, 1993; 1995). Actuellement, il
n'existe aucun systéme in vitro répondant a
tous ces critéres mais les chercheurs
peuvent choisir celui qui leur convient selon
la qualité des AcM qu'ils souhaitent produire
et leur quantité (voir les références sur les
diverses méthodes de production d'AcM a
I'"Annexe D). Si I'AcM recherché n'est
pas disponible commercialement, les
chercheurs devraient tout mettre en ceuvre
pour le produire in vitro. Avant de faire
approuver un protocole de production par
la méthode des ascites, pour se con-
former aux recommandations formulées aux
Etats-Unis et ailleurs, le chercheur doit
démontrer qu'il a sérieusement tenté
d'adapter I'hybridome a un systéme de
culture permettant de produire les quantités
requises d'AcM (p. ex. flacons de culture
tissulaire, systémes simples a membrane,
fibres creuses, systéemes de fermentation)
(Saxby, 1999; Smith et De Tolla, 1999).
La production d'AcM par culture
d'hybridomes sous forme d'ascites
doit étre évitée lorsqu’elle n'est pas
absolument nécessaire.

Les principes directeurs qui suivent
visent a préserver le bien-étre des ani-
maux (principalement les souris) que I'on
emploie encore dans la production d'AcM.

Comme la proportion d'hybridomes qui
produisent peu ou pas d'AcM in vivo peut
atteindre 15 %, la ou les méthodes in vitro
sont impossibles, on doit demander aux
chercheurs de procéder a une étude pilote
de petite envergure pour tester les
nouveaux hybridomes sur deux ou trois
animaux.

Principe directeur: Il est nécessaire de
définir des points limites clairs et de
surveiller attentivement I'état des
animaux pour réduire le plus possible
les risques de douleur et/ou de détresse.

Conformément aux Lignes directrices du
CCPA: choisir un point limite approprié pour
les expériences faisant appel a I'utilisation
des animaux en recherche, en enseigne-
ment et dans les tests (1998), on doit fixer
des points limites clairement définis visant a
réduire le plus possible la douleur et la
détresse chez les animaux. On doit établir
un programme précis de surveillance et de
communication des observations ainsi que
des PNF pour toute nouvelle combinaison
immunogéne/adjuvant.

1. Sélection et soin des animaux

Principe directeur: Lors de la sélection
de l'espéce et de la souche d'animaux
destinées a la production d'AcM, le
principal objectif doit étre la réduction
de la douleur et/ou de la détresse de
I'animal.

Les souris (ou les rats) doivent étre de
méme souche (syngéniques) a la fois pour
I'immunisation en vue de la création du
clone d'hybridome et pour la production
subséquente d'AcM, de sorte que les tissus
utilisés soient histocompatibles. Les souris



Balb/c représentent souvent le meilleur
choix puisque les cellules myélomateuses
parentales employées dans le processus de
fusion proviennent souvent de cette souche.
Les souris utilisées préalablement pour la
reproduction peuvent présenter certains
avantages pour la production de l'ascite
parce que leur musculature abdominale a
déja été étirée (Falkenburg, 1998).

On signale que les souris SCID (syndrome
d'immunodéficience séveére combinée), bien
que colteuses, produisent moins d'anti-
corps murins non spécifiques avec un
rendement équivalent d'AcM spécifiques, ce
qui a pour effet de réduire les interférences,
entre autres lors des essais immunolo-
giques (Pistillo, et al., 1992). Il faut noter
que les souris SCID doivent étre logées
dans des installations a confinement et qu'il
faut mettre en place des procédures détail-
lées (et colteuses) pour leur assurer les
s0ins appropriés.

Les CPA doivent veiller a ce que le nombre
d'animaux utilisés soit adéquat. On peut
calculer ce nombre en estimant que les
souris produisent environ 0,5 a 10mg/mi
d'AcM dans le liquide ascitique et qu'on
récolte en moyenne 2ml de liquide ascitique
par ponction (Smith et De Tolla, 1999). Il
s'agit ici d'une approximation générale,
chaque hybridome devant étre considéré
comme une lignée cellulaire unique.

2. Clonage des hybridomes

Les PNF d'immunisation doivent étre établis
selon les principes directeurs relatifs au
choix de l'adjuvant, au site et au volume
d'injection (voir Partie C.5-C.7 — Choix de
I'adjuvant, Voie d'injection et Volume
d'injection et nombre de sites d'injection).

Les procédures d'immunisation qui ne
nécessitent pas d'adjuvant et qui peuvent
étre exécutées dans un court laps de temps
sont efficaces pour la production d'hy-
bridomes (Chase, et al., 2001). Cette mé-
thode semble causer moins de stress aux
souris; elle nécessite plusieurs rappels dans
un court délai, ce qui permet de se passer
d'adjuvant. Cependant, l'immunisation rapi-
de peut ne pas toujours produires des AcM
de forte affinité et on doit prendre en con-
sidération cet aspect au moment de choisir
le régime d'immunisation.

L'immunisation in vitro avec des antigénes a
été employée avec succes pour remplacer
I'immunisation in vivo (Borrebaeck, 1989).
Cette procédure est particulierement utile
lorsque I'antigéne est disponible en quantité
limitée et que les tentatives préalables
d'immunisation in vivo se sont soldées par
des échecs dus a la faible immunogénicité
de l'antigéne ou a la ressemblance entre
celui-ci et les auto-antigénes (Bunse et
Henz, 1994). Les autres avantages de cette
approche sont les suivants: elle exige
I'utilisation d'un moins grand nombre
d'animaux, la période d'immunisation est de
quatre a cinqg jours comparativement a
contre plusieurs semaines dans le cas
de l'immunisation traditionnelle in vivo
(Grimaldi et French, 1995), il est possible
de surveiller et de contrbler la réponse
immunitaire en I'absence des mécanismes
immunorégulateurs existant in vivo, et elle
permet de produire des AcM contre des
agents qui sont toxiques pour les animaux.

Pour des renseignements plus détaillés sur
le clonage des hybridomes, voir Grimaldi
et French (1995). Pour la sélection et le
clonage des hybridomes en une étape,
voir Stebeck, et al. (1996) et Chase, et al.
(2001).
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Avant d'effectuer I'immunisation, il est
important d'avoir élaboré la méthodologie
de détection de I'anticorps spécifique visé
dans le sérum de la souris ou dans le
surnageant de la culture de tissus, faute de
quoi on risque des pertes de temps et de
ressources significatives pendant la phase
ultérieure de développement de I'AcM. En
outre, le type d'utilisation des AcM doit étre
soigneusement pris en considération de
facon a ce que les AcM qui sont efficaces
dans l'essai fonctionnel final puissent étre
sélectionnés au moyen d'un dépistage
approprié.

3. Production d'ascites
3.1 Amorcage

Principe directeur: L'adjuvant incomplet
de Freund (AIF) ou un autre adjuvant
moins invasif doit étre utilisé comme
amorce intrapéritonéale, le volume maxi-
mal étant de 0,3ml (AIF) injecté en une
fois. Si I'on propose d'employer du
pristane, on doit justifier cette pratique
auprés du comité institutionnel de
protection des animaux et limiter le
volume a 0,2ml.

Selon la méthode originale de production
d'AcM par ascite, la cavité péritonéale de
la souris devait étre «amorcée» chimique-
ment au moyen de pristane (0,5ml par
injection intrapéritonéale). L'effet de
I'amorce est double: elle supprime la
réponse immunitaire, ce qui évite que la
croissance des hybridomes dans la cavité
abdominale ne soit compromise (de fagon
importante), et elle produit une irritation
chimique qui provoque une péritonite et la
sécrétion de liquide séreux (Kuhlmann, et

al., 1989). La suspension d'hybridomes est
injectée sept a dix jours plus tard.

Les résultats préliminaires indiquent que
I'utilisation d'analgésiques avant I'amorcage
a l'aide de pristane peut diminuer la douleur
et la détresse de la souris (Fletch, A. et
Delaney, K., comm. pers.)

Des études de comparaison entre le
pristane (a plusieurs volumes) et d'autres
agents d'amorgage ont permis de démon-
trer que I'AIF présentait plusieurs avantages
sur le pristane: moins de signes de stress
chez l'animal, injection des hybridomes
possible un jour seulement aprés I'amor-
¢cage et besoin d'un nombre réduit
d'animaux (Gillette, 1987; Mueller, et al.,
1986; et Jones, et al., 1990). Le bleu trypan
est également employé comme agent
d'amorcage (Wu et Kearney, 1980). Il faut
noter qu'au préalable on doit dialyser le
bleu trypan pendant 48 heures dans de
I'eau fraiche distillée dans du verre en
remplagant I'eau deux fois par jour pour
réduire la quantité d'impuretés de faible
poids moléculaire. L'amorgage au bleu
trypan doit étre effectué 24 heures, puis a
nouveau une heure avant l'injection des
hybridomes.

3.2 Contamination

Principe directeur: Avant d'inoculer les
hybridomes in vivo en vue de la multipli-
cation des anticorps monoclonaux, on
doit les tester pour détecter la présence
d'agents viraux et mycoplasmiques
adventices.

On constate souvent une contamination
virale dans les spécimens murins inoculés
avec des hybridomes provenant de la
souris. Ce type de contamination peut étre



a l'origine d'une infection chez I'héte ou les
hoétes et d'une propagation de la maladie
dans I'ensemble de I'animalerie. De plus, on
a déja isolé le virus de la chorioméningite
lymphocytaire, qui peut infecter les
humains, a partir de lignées de cellules
tumorales d'origine murine (Dykewicz, et al.,
1992). Le virus hépatite murine (VHM)
peut déclencher une réponse immunorégu-
latrice qui se répercute sur la production
subséquente d'AcM. De plus, il risque de se
propager rapidement dans une animalerie
et d'affecter d'autres travaux en cours. La
méthode de dépistage la plus employée est
I'épreuve de production d'anticorps de
souris, qui consiste a injecter un échantillon
du tissu en question a une souris, puis a
euthanasier celle-ci aprés une période
d'incubation de trois a quatre semaines
pour effectuer des tests sérologiques pour
une série d'agents adventices connus
(Jackson, et al., 1999). Les tests molécu-
laires effectués au moyen de la réaction en
chaine de la polymérase (RCP) et d'autres
techniques apparentées permettront
d'améliorer les capacités et les délais de
détection.

3.3 Mise en place des hybridomes

Principe directeur: Dans la cavité
péritonéale d'une souris ayant subi
I'amorgage, on peut injecter au maxi-
mum 3 x 10° hybridomes dans un volume
de 1,0ml.

Les lignées de cellules tumorales tendant a
former des tumeurs solides produisent
moins de liquide ascitique. Il est possible
d'optimiser la production d'ascites par une
série de repiquages de cellules tumorales
non attachées sélectionnées au moyen
d'un lavage péritonéal chez des souris
présentant des tumeurs solides. Il a été

démontré que la sélection des lignées cellu-
laires qui n'adhérent pas aux flacons de
culture de tissus permettait de réduire la
probabilité de formation de tumeurs solides.
Pour de nombreux hybridomes, il s'avere
que le maximum nécessaire pour obtenir
une bonne production d'AcM et de liquide
ascitique est de 3 x 10° cellules. Dans
certaines circonstances (p. ex. hybridomes
produits dans les années 1970 et 1980
a partir de cellules myélomateuses de
premiére génération), il faut une concentra-
tion plus élevée de cellules pour la produc-
tion de liquide ascitique. Dans le cas de
certaines lignées cellulaires agressives et a
prolifération rapide, on doit parfois inoculer
des concentrations moindres parce qu'une
tumeur en croissance rapide peut provo-
quer une détresse grave et la mort.

3.4 Surveillance des animaux et
points limites

Apres l'injection des hybridomes, les soins
réguliers doivent comporter des observa-
tions quotidiennes faites par un personnel
bien formé pendant la premiére semaine
(approximativement) et jusqu'a ce que l'ac-
cumulation de liquide ascitique devienne
évidente (enflure de I'abdomen). Pendant
cette période, toute observation d'un com-
portement inhabituel ou de symptémes
doit donner lieu a un suivi rapide. On devra
établir des procédures de suivi et fixer un
point limite a la lumiére du document Lignes
directrices du CCPA: choisir un point limite
approprié pour les expériences faisant
appel a l'utilisation des animaux en
recherche, en enseignement et dans les
tests (1998). Les signes de détresse a
surveiller sont les suivants: réduction de
I'activité, apparence voUltée, poil ébouriffé,
détresse respiratoire et perte de poids
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(parfois masquée par I'accumulation de
liquide dans I'abdomen). Lorsque I'accumu-
lation de liquide ascitique a produit une
enflure évidente de I'abdomen, habituelle-
ment sept a dix jours aprés l'injection, on
doit vérifier I'état de I'animal a intervalle
régulier au moins deux fois par période de
24 heures. Il convient de se rappeler que
chez la souris la vitesse de propagation des
hybridomes peut étre trés variable.

3.5 Croissance de la tumeur ascite

Principe directeur: La prise de poids
résultant de I'accumulation de liquide
ascitique dans I|'abdomen ou du
développement de la tumeur ne doit
causer aucune douleur ou détresse chez
I'animal; le gain de poids ne doit dépas-
ser en aucun cas 20 % du poids normal
d'une souris de la méme souche, du
méme age et du méme sexe.

Conformément au document intitulé Lignes
directrices du CCPA: choisir un point limite
approprié pour les expériences faisant
appel a l'utilisation des animaux en
recherche, en enseignement et dans les
tests (1998), on doit préparer un horaire de
surveillance des animaux, établir des points
limites clairement définis et rédiger des
directives sur la communication des obser-
vations. Lorsqu'un point limite a été atteint,
on doit soulager la pression abdominale
en prélevant le liquide ascitique ou par
euthanasie effectuée de facon humanitaire,
suivi du prélévement du liquide ascitique. A
partir du quatrieme jour aprés l'inoculation,
on doit peser les souris quotidiennement
pour suivre I'évolution de la tumeur ascite a
I'aide du gain de poids et pour surveiller
I'état de santé général des animaux. On
pésera la souris le jour de l'inoculation, et

cette mesure servira a déterminer le
moment ou son gain de poids atteindra
20 % (Workman, et al., 1998). Lorsqu'on se
fie au poids corporel, il faut étre prudent
parce que les souris perdent souvent du
poids pendant que la tumeur grossit. On
peut évaluer le bien-étre de I'animal a I'aide
d'un systéme de pointage mesurant son
état physique (Ullman-Culleré et Foltz,
1999), qui peut également servir a déter-
miner le moment de mettre fin a la procé-
dure.

3.6 Prélévement du liquide ascitique

Principe directeur: Selon I'état de la
souris, un maximum de deux ponctions
de liquide ascitique sont permises, la
deuxiéme étant une procédure terminale.
Il est essentiel d'avoir la formation et
I'expérience voulues en matiére de
ponction et de préléevement du liquide
ascitique.

Il faut noter que le prélévement de liquide
risque d'entrainer des hémorragies, des
cedemes et la mort. Pour les lignées agres-
sives causant une morbidité significative,
on doit se limiter a une seule ponction
terminale sous anesthésie générale. Lors
de la premiére ponction (non terminale), on
peut anesthésier I'animal conformément aux
lignes directrices du CCPA. L'anesthésie
entraine cependant une diminution de la
tension artérielle et une dépression respira-
toire qui peuvent avoir des effets néfastes
chez les souris déja compromises. Par
conséquent, on recommande de placer les
souris dans une chambre a induction
remplie d'oxygéne pendant cing a dix
minutes, puis de procéder a une anesthésie
modérée a l'aide d'un gaz (isoflurane), ce
qui permettra une immobilisation adéquate
de l'animal pour la durée de la procédure et



un rétablissement rapide. Pour éliminer tout
risque de contamination bactérienne, le
site de la paracentése doit étre préparé
de fagon aseptique pour la premiére
ponction.

Pour la paracentése, on recommande
d'utiliser une aiguille de fort calibre (21 a 22)
permettant d'accélérer le prélevement du
liquide ascitique, qui est visqueux, et
de réduire la durée de I'immobilisation ou
de l'anesthésie. Toutefois, une aiguille de
trop fort calibre peut endommage le tissu.
On peut prélever au maximum 4 a 5ml
de liquide ascitique lors de la premiere
ponction (avec survie). On doit palper
I'abdomen de la souris pour rechercher
toute tumeur solide intra-abdominale, qui
justifie I'euthanasie de fagon humani-
taire. Il faut envisager I'administration de
liquides de remplacement (1 a 2ml par
voie S.C.) lorsqu'on préléve de grands
volumes de liquide ascitique et que I'animal
n'est pas euthanasié (Jackson et Fox,
1995).

Les animaux doivent étre surveillés atten-
tivement pendant les 60 premiéres minutes,
puis a intervalles réguliers pendant
plusieurs heures aprés la premiére ponc-
tion. Tout signe de détresse doit étre suivi
d'une euthanasie conformément aux plus
récentes lignes directrices du CCPA.

Les CPA doivent s'assurer que le personnel
chargé d'exécuter les procédures définies
dans le protocole d'utilisation des animaux a
au préalable obtenu la formation pertinente.
En vertu des Lignes directrices du CCPA:
formation des utilisateurs d'animaux dans
les institutions (1999), on est tenu de veiller
a la formation de tout personnel chargé
d'exécuter des procédures d'utilisation des
animaux.
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F. GLOSSAIRE

Adjuvant: Substance qui accroit la réponse
immunitaire a un antigene lorsqu'elle est
administrée au méme moment et au méme
site que celui-ci. En présence d'un adjuvant,
les doses d'antigéne nécessaires sont moin-
dres et la production d'anticorps dure plus
longtemps.

Affinité: Force et stabilité du lien entre un épi-
tope et un anticorps, mesurées par la quantité
de complexe anticorps-antigene a I'équilibre.

Anticorps: Protéine produite en réponse a un
antigéne donné et qui possede une structure
unique lui permettant de se combiner spéci-
figuement avec cet antigéne. Les anticorps
sont sécrétés par les lymphocytes et se
divisent en cinq classes : IgG, IgM, IgA, IgE et
IgD.

Anticorps monoclonaux: molécules
d'anticorps produites par les cellules d'un
clone et qui reconnaissent un seul épitope
sur un antigene.

Anticorps polyclonaux: molécules d'anti-
corps produites par plusieurs familles de
lymphocytes B et qui, par conséquent,
reconnaissent plusieurs épitopes, y compris
sur le méme antigéne.



Antigéne: Toute substance a laquelle peut se
lier un anticorps ayant pour fonction de lutter
contre elle.

Antisérum: Sérum, c'est-a-dire I'ensemble
des composantes non cellulaires du sang qui
restent aprés la coagulation, qui est obtenu
apreés l'injection d'antigenes et qui contient les
anticorps produits en réponse a ces derniers.

Avidité: Force du lien existant entre un
antigéne et un anticorps. L'avidité dépend de
I'affinité et des valences de I'antigéne et de
I'anticorps.

Cellules mémoires: Lymphocytes pouvant
opposer une réponse rapide et intense a un
nouvel antigéne parce qu'elles y ont été pré-
alablement exposées.

Clone: Ensemble de cellules génétiquement
identiques et descendant de la méme cellule.

Monoclonaux: provenant du méme clone
et, par conséquent, génétiquement iden-
tique.

Polyclonaux: provenant de clones
différents.

Complément: Ensemble de protéines plas-
matiques qui agissent conjointement pour
attaquer des formes de pathogénes
extra-cellulaires. Les compléments peuvent
étre activés spontanément par certains
pathogenes ou par la liaison de I'anticorps sur
le pathogéne.

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay): Analyse immunologique au moyen
d'antigenes ou d'anticorps marqués par une
enzyme.

Epitope: Partie d'un antigéne qui est recon-
nue par un anticorps. Un épitope ne peut se
combiner qu'avec une seule molécule d'anti-
corps, mais un méme antigéne peut avoir
plusieurs épitopes.

Formulation immunogéne/adjuvant:

Emulsion: mélange stable d'huile dans
I'eau ou d'eau dans I'huile.

Formation de liposome: dans un milieu
aqueux, formation d'une particule sphérique
constituée d'une bicouche lipidique
entourant un compartiment aqueux.

Formation d'un complexe immunostimu-
lant: formation d'un complexe constitué
d'un antigéne retenu dans une matrice
lipidique; celle-ci agit comme adjuvant et
introduit I'antigéne dans le cytoplasme
d'une cellule par fusion de la partie lipidique
avec la membrane plasmatique de celle-ci.

Adsorption: attraction et rétention d'une
substance sur une surface.

Granulome: Réponse inflammatoire chroni-
que entretenue par une stimulation persis-
tante.

Histocompatibilité: Degré de ressemblance
génétique entre le donneur et le receveur
d'une greffe.

Complexe majeur d'histocompatibilité:
genes déterminant le rejet des greffes d'un
individu a l'autre.

Hybridome: Hybride artificiel construit a partir
d'une cellule lymphoide productrice d'anti-
corps et d'une cellule myélomateuse maligne
(immortelle).

Immunoblot: Technique d'identification des
caractéristiques des antigénes protéiques. Le
transfert de Western est un transfert par
buvardage d'une protéine sur un papier
de nitrocellulose, suivi de la détection de
protéines spécifiques au moyen d'anticorps
marques.

Immunogéne: Substance pouvant stimuler le
systéme immunitaire.

Immunogénicité: Capacité de déclencher
une réponse immunitaire.
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Immunoglobuline: Membre d'un groupe de
protéines ayant les propriétés des anticorps,
que leur cible soit connue ou non. (Pour
qu'une substance soit considérée comme un
anticorps, I'antigene avec lequel elle se lie doit
étre connu.) Chez les mammiféeres, les anti-
corps comportent cinq classes d'immunoglo-
buline (1g), soit IgM, IgG, IgA, IgD et IgE. Chez
les oiseaux, ils se divisent en trois classes,
soit IgM, 1gY et IgA.

Immunohistochimie, immunoprécipitation,
immunofluorescence, immunoélectromi-
croscopie: Techniques de détection ou de
séparation moléculaire par la liaison des
molécules avec des anticorps qui sont
souvent marqués a l'aide de colorants fluores-
cents, par exemple, et qui permettent de
reconnaitre visuellement I'emplacement des
molécules en question.

Liquide ascitique (ou ascite): Liquide intra-
péritonéal que I'on extrait de l'organisme des
animaux chez qui une tumeur péritonéale
s'est développée.

Lymphocytes: Cellules qui circulent dans la
lymphe et le sang et qui ont une fonction
immunitaire. lls se divisent en deux groupes
les lymphocytes B et les lymphocytes T.

Lymphocytes B: cellules produisant les
anticorps et leurs précurseurs.

Lymphocytes T: cellules constituant le
fondement de l'immunité a médiation cellu-
laire et contribuant a la production des
anticorps par les lymphocytes B.

Plasmocytes: Cellules spécialisées descen-
dant des lymphocytes B et qui synthétisent
des anticorps.

Réponse immunitaire: Réponse humorale ou
a médiation cellulaire du systeme immunitaire
en présence d'un antigene.

Réponse humorale: production d'anticorps
en réponse a la présence d'un antigene.

Réponse a médiation cellulaire: liaison
d'un type particulier de lymphocytes T,
appelés lymphocytes T cytotoxiques, avec
des cellules étrangeres ou infectées,
entrainant la lyse de ces cellules.

SCID: Syndrome d'immunodéficience
sévere combinée.

Définitions inspirées des ouvrages suivants:

BACH, J.-F. (1993). Traité d'immunologie.
Collection Médecine-Sciences. 1205 pp.
Paris: Flammarion.

GENETET, N. (1997). Immunologie, 3° éd.
Collection Biologie Médicale. 604 pp. Rennes:
Ministére de I'éducation nationale, Editions
Médicales Internationales.

GODING, J.W. (1986). Monoclonal Anti-
bodies: Principles and Practice. 2nd Edn.
315 pp. London UK: Academic Press.

HARLOW, E. et LANE, D. (1988). Antibodies:
A Laboratory Manual. 726 pp. Cold Spring
Harbor NY: Cold Spring Harbor Laboratory.

REGNAULT, J.-P. (1988). Immunologie
générale. 469 pp. Montréal: Descarie Editeur.
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ANNEXE A

ADJUVANTS COMMUNS

Cette annexe est une liste des adjuvants les
plus souvent utilisés et de leurs propriétés
fondamentales. Cette liste n'est pas un
appuie a un produit spécifique.

L'adjuvant complet de Freund (ACF) est
une émulsion d'eau dans I'huile constituée
d'huile minérale, de monooléate de man-
nide et de mycobactéries Mycobacterium
tuberculosis (ou M. butyricum) tuées par
chaleur, ou de composantes de cet orga-
nisme. L'ACF est un adjuvant puissant qui
stimule la réponse immunitaire humorale et
celle a médiation cellulaire. L'ACF est sou-
vent fortement réactif parce que I'huile
minérale ne peut pas étre métabolisée et
que les composantes mycobactériennes
peuvent provoquer des réactions granulo-
mateuses (inflammatoires) intenses. La
concentration de mycobactéries varie
grandement d'une préparation commerciale
d'ACF a l'autre. A cet effet, il faut noter que
si la concentration de mycobactéries est de
moins de 0,5mg/ml, (0,1mg/ml selon
Broderson [1989]), les réactions inflamma-
toires sont moins intenses.

L'adjuvant incomplet de Freund (AIF) est
identique a I'ACF mais il ne contient pas de
mycobactéries ni leurs composantes cellu-
laires. L'AIF est moins efficace que I'ACF
pour la production d'importants titres d'anti-
corps et pour la stimulation de la réponse
immunitaire a médiation cellulaire.

Les adjuvants Ribi"® sont des émulsions
d'huile dans I'eau ou l'antigéne est mélangé
a un petit volume d’huile, puis émulsionné
dans une solution saline contenant I'agent

de surface Tween 80 (Ribi, et al., 1975).
Bien que les émulsions d'huile dans I'eau
soient moins visqueuses et plus faciles a
injecter que les émulsions d'eau dans
I'huile, ce sont de pietres adjuvants
lorsqu'elles sont utilisées seules et il faut
des immunostimulants pour accroitre leur
immunogénicité. Les immunostimulants
employés dans le systéeme Ribi"® compren-
nent deux produits mycobactériens raffinés
(tréhalose 6,6'-dimycolate et composantes
du squelette de la paroi cellulaire) et un
produit purifié de bactéries gram-négatives
(lipide A monophosphoryle). Pour de plus
amples explications concernant l'activité
biologique des adjuvants Ribi"?, voir
Jennings (1995). Les adjuvants Ribi"® sont
habituellement moins puissants que I'ACF,
mais ils sont également moins toxiques
et ont une activité suffisante pour de
nombreux types d'utilisations.

Le lipide A monophosphoryle (une des
composantes du systeme Ribi"?), peut étre
lui-méme un adjuvant puissant. Tout
comme I'hydroxyde d'aluminium, le LMP a
un profil de sécurité bien documenté et c'est
un adjuvant trés efficace pour certains
immunogénes.

L’adjuvant TiterMax"® est une émulsion
d'eau dans I'huile de microparticules, qui
est fabriquée a partir d'un copolymeére
séquencé non ionique (CRL-8941) et de
squaléne, une huile métabolisable. Le
CRL-8941 est enduit de particules de silice
qui stabilisent 'émulsion. L'une des princi-
pales propriétés du TiterMax“® est sa stabilite,
qui lui permet de contenir une grande variété
d'antigenes en l'absence de grandes quan-
tités d'agents émulsifiants toxiques. Le
copolymére transporte a sa surface une plus
grande quantité d'antigéne que si celui-ci
était en solution. Il active aussi le complé-
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ment, ce qui contribue a la rétention de
I'antigéne dans les tissus lymphoides et a
I'activation des cellules immunoréactives.
Le TiterMax"® accroit I'expression des
molécules de classe Il (la) du complexe
majeur d'histocompatibilité (CMH) sur les
macrophages et améliore la présentation de
I'antigéne aux lymphocytes T. Lorsque le
TiterMax"® donne de bons résultats, il
permet la production de titres d'anticorps
égaux ou supérieurs a I'ACF tout en étant
moins toxique. Par contre, la stimulation par
le TiterMax"" ne réussit pas toujours. De
plus, ce produit contient de faibles quantités
d'agents émulsifiants et de particules de
silice qui peuvent jouer un réle dans des
réactions de type retardé au vaccin.

Le Quil A est une saponine ou un glucoside
triterpénique tiré de I'écorce de l'arbre Quila
saponara et que I'on purifie pour réduire la
quantité de composantes causant des réac-
tions inflammatoires localisées. De facon
générale, les saponines ne doivent pas étre
administrées par voie intrapéritonéale ou
intraveineuse parce qu'elles ont un effet
hémolytique. Etant donné que le Quil A est
seulement semi-purifié, il peut étre
pyrogéne et causer des réactions localisées
intenses. Par conséquent, avant d'utiliser un
mélange contenant du Quil A, on devrait
le tester in vitro (tel que pour mesurer sa
toxicité sur une culture cellulaire). Les
propriétés d'adjuvant du Quil A résultent de
la formation de complexes immunostimu-
lants qui sont particulierement utiles pour la
production d'anticorps contre des antigénes
membranaires. Les complexes immunost-
imulants sont des clathrates de 35nm
ressemblant a des micelles composées de
Quil A, de cholestérol, de phosphatidyl-
choline et d'antigene. La composante de la
saponine purifiée ayant l'indice adjuvant-to-
xicité le plus élevé est appelée QS21.

Lorsqu'on cherche a produire des IgA,
on ne doit jamais administrer les pré-
parations contenant des saponines par
les muqueuses comme la surface intra-
nasale.

Adjuvants a base de substances
minérales. Trois composés minéraux
sont habituellement employés dans les
adjuvants: soit I'nydroxyde d'aluminium; le
phosphate d'aluminium; et le phosphate de
calcium. On prétend que les sels d'alumi-
nium sont les adjuvants qui ont la meilleure
capacité de stimulation de la réponse immu-
nitaire contre les immunogénes faibles, y
compris ceux pour lesquels I'ACF n'a aucun
effet. Les alhydrogels sont des gels stériles
stables d'hydroxyde d'aluminium ne con-
tenant aucun pyrogéne, et ils ont une forte
capacité d'adsorption. A un pH inférieur & 9,
les alhydrogels portent une charge positive
et ils adsorbent donc facilement les
molécules chargées négativement (p. ex.
protéines a un pH neutre).

L'ADN CpG est un activateur immunitaire
non spécifique qu'on peut employer seul ou
conjointement avec d'autres composantes
d'adjuvants pour stimuler la réponse immu-
nitaire. Les préparations commerciales
d'ADN CpG contiennent de courts mor-
ceaux d'ADN (oligonucléotides) compor-
tant des dinucléotides cytosine-guanine
démeéthylés avec un certain contact de
base. Le systéme immunitaire des mam-
miféres a évolué de sorte qu'il reconnait
ces séquences qui sont naturellement
présentes dans I'ADN des bactéries et
qui sont un signe d'infection. Diverses
séquences d'’ADN CpG activent le systeme
immunitaire de différentes espéces, et
les préparations commerciales de cet adju-
vant sont donc spécifiques a certaines
especes.



Renseignements supplémentaires sur
les adjuvants

The Adjuvant Guide: CEDARLANE Labora-
tories Limited (http://www.cedarlanelabs.
com).

Animal Welfare Information Center, Infor-
mation Resources for Adjuvant and Antibody
Production: Comparisons and Alternative
Technologies (1990-97) (http://www.nal.usda.
gov/awic/pubs/antibody/).

LEENARS, P.P.A.M. (1997). Adjuvants in
Laboratory Animals. 207 pp. Rotterdam, The
Netherlands: Erasmus University.

RIBI, E.T., MEYER, J., AZUMA R., et al.
(1975). Biologically active components
from mycobacterial cell walls IV. Protection
of Mice Against Aerosol Infection with
Virulent Mycobacterium tuberculosis. Cellular
Immunology 16:1-10.

STEWART-TULL, D.E.S. (ed.) (1995). The
Theory and Practical Application of Adjuvants.
392 pp.New York NY: Wiley.

WEERATNA, R.D., McCLUSKIE, M.J., XU, Y.
et al. (2000). CpG DNA induces stronger
immune responses with less toxicity than
other adjuvants. Vaccine 18:1755-1762.

35

2ooe ‘sdioanue uoronpoud



Vdoo np saaLioalip saubij

36



ANNEXE B

IMMUNISATION — VOIES D'ADMINISTRATION ET VOLUMES

RECOMMANDES
(adaptation de Leenars, et al., 1999)

TABLEAU |

VOIES D'INJECTION SUGGEREES AVEC OU SANS ADJU-

Injection primaire

Rappel(s)

avec adjuvant

sans adjuvant

avec adjuvant

sans adjuvant

S.C.
.M.+
I.D.
I.P.*

V.
S.C.
[.M.
[.P.
[.D.%

S.C.
.M.+
I.D.%

S.C.
[.M.
V.
I.P.
[.D.%

+ A ne pas utiliser pour des adjuvants visqueux sur de petits animaux.
1 A ne pas utiliser chez les petits animaux et non recommandé en général.
TABLEAU Il VOLUME MAXIMAL PAR SITE D'INJECTION DE MELANGES

Seulement chez les souris et non recommandé en général.

IMMUNOGENES/ADJUVANT FORMANT UN DEPOT, POUR
DIFFERENTES ESPECES ANIMALES

Volume maximal Injection Injections
Espéce par site primaire subséquentes

Souris, hamsters 100u1 (0,1ml) S.C. S.C.
Souris, hamsters 50pul! (0,05ml) .M.+ .M.+
Souris 500u1 (0,5ml) I.P.* S.C., LM+
Cobayes, rats 200yl (0,2ml) S.C, LM.+ S.C., .M.+
Lapins 250pl (0,25ml) S.C, LM. S.C,, .M.

25ul (0,025ml) I.D. S.C., .M.
Mutons, chévres, anes, porcs | 500pul (0,5ml) S.C,, .M.

(dans des sites multiple,

250y [0,25ml]/site)
Poulets 500ul S.C,, LM.

Non recommandé en général pour la production d'AcP.
Non recommandé en général pas pour les adjuvants visqueux en particulier.
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TABLEAU Il VOLUME D'INJECTION MAXIMAL RECOMMANDE

D'ANTIGENES SANS ADJUVANTS, POUR DIFFERENTES
ESPECES ANIMALES

Volume maximal d'injection, millilitres

S.C. .M. I.D. I.P. V.
Souris 0,5ml 0,05ml 1ml 0,2ml
Hamsters 1,0ml 0,1ml 2 a3ml 0,3ml
Cobayes 1,0ml 0,1ml 10ml 0,5ml
Rats 1,0ml 0,1ml 5mi 0,5ml
Lapins 1,5ml 0,5ml 0,05ml 20ml 1a5ml
Moutons ou chévres | 5,0ml 0,05ml 10ml 30ml
Porcs (<50kg) 3,0ml 2,0ml 0,1ml 250ml 20ml
Poulets 4,0ml 0,5ml 10ml 0.5ml

Il s'agit ici des volumes maximaux suggérés;
on trouvera des informations supplémentaires
dans les ouvrages suivants:

BAUMANS, V., TENBERG, R.G.M.,
BERTENS, A.P.M.G., et al. (1993). Experi-
mental Techniques. In: Principles of Labora-
tory Animal Science (eds. L.F.M. van Zutphen,
V. Baumans & A.C. Beynen). Pp. 299-318.
Amsterdam, The Netherlands: Elsevier.

DIEHL, K.-H., HULL, R., MORTON, D., et al.
(2001). A good practice guide to the admini-
stration of substances and removal of blood,
including routes and volumes. Journal of
Applied Toxicology 21:15-23.

HARLOW, E. et LANE, D. (1988). Adjuvants.
In: Antibodies: A Laboratory Manual. Pp. 96-

124. Cold Spring Harbour NY: Cold Spring
Harbor Laboratory.

HERBERT, W.J. et KRISTENSEN, F.
(1986). Laboratory Animal Techniques for
Immunology. In: Handbook of Experimental
Immunology, Vol. 1, Immunology — Laboratory
Manuals (ed. D.M. Weir). Pp. 133.1-133.13.
Oxford UK: Blackwell.

LEENARS, M.P.P.A., HENDRIKSEN, C.F.M.,
DE LEEUW, W.A., et al. (1999). The produc-
tion of polyclonal antibodies in laboratory
animals: The report and recommendations of
ECVAM Workshop 35. Alternatives to Labora-
tory Animals 27(1):79-102 (http://altweb.
jhsph.edu/publications/ECVAM/ecvam35.
htm).



ANNEXE C

ETAPES DE LA PRODUCTION
D'ANTICORPS MONOCLONAUX

Création et sélection des hybridomes

La premiere étape (création et sélection des
hybridomes) se fait généralement a l'aide
d'un ou de plusieurs rats ou souris. Dans le
cas des souris, on recommande qu'elles
soient agées de six a huit semaines et
exemptes de toute infection.

L'antigéne est généralement, mais pas
toujours, injecté a I'animal conjointe-
ment avec un adjuvant dont la fonction
est d'accroitre la réponse immunitaire
(voir Partie C.2-C.7 — Protocole d'immu-
nisation, Procédés normalisés de fonc-
tionnement, Préparation de I'immuno-
géne, Choix de l'adjuvant, Voie d'injec-
tion et Volume d'injection et nombre de
sites d'injection).

2. En général, le délai minimal entre les

doses de rappel d'immunogéne doit
étre de sept a dix jours sauf dans le cas
d'un protocole d'immunisation rapide
sans adjuvant.

Production d'anticorps monoclonaux a I'échelle du laboratoire —
in vivo (souris) et in vitro (culture de cellules)

in vive (8-12 weeks} irr vifro (5-14 days)
(snouse’ Teell culture)
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Reproduit avec la permission de Kuhimann, |., Kurth, W. et Ruhdel, I. (1989).
Monoclonal antibodies: In vivo and in vitro production on a laboratory scale,
with a consideration of the legal aspects of animal protection. Alternatives to
Laboratory Animals 17:73-82.
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3. On doit effectuer les saignées d'essai

trois jours aprés le dernier rappel pour
vérifier qu'il y a une réponse appropriée
contre l'antigéne et qu'il y a production
des anticorps spécifiques. La plupart
des tests immunologiques servant a
déterminer s'il y a production des anti-
corps désirés nécessitent moins de
10ul de sérum murin. Aprés avoir con-
firmé I'existence de la réponse recher-
chée, on doit administrer un autre rap-
pel a la souris, puis I'euthanasier trois
jours plus tard et prélever sa rate; on
isole alors les cellules lymphoides de
cet organe et, dans certains cas, des
ganglions lymphatiques.

Par I'ajout de polyéthyléne glycol qui
favorise la fusion des membranes, on
fait fusionner les cellules lymphoides
avec des cellules myélomateuses
parentales cultivées in vitro. Seule une
petite partie des cellules se fusionnent
avec succes.

Le mélange formé par les deux types
de cellules non fusionnées et les
nouvelles cellules hybrides est placé
sur un milieu de culture sélectif
contenant du HAT, un mélange
d'hypoxanthine, d'aminoptérine et de
thymidine. L'aminoptérine contenue
dans le HAT est une toxine puissante
qui bloque I'une des voies métaboli-
ques. La cellule peut contourner ce
blocage si elle est en présence des
métabolites intermédiaires que sont
I'hnypoxanthine et la thymidine. Les
cellules de la rate croissent sur le HAT
parce qu'elles peuvent utiliser cette

voie métabolique de rechange, mais
les cellules myélomateuses ont une
déficience qui les en empéche et elles
finissent donc par mourir. Les cellules
de la rate meurent naturellement au
bout d'une a deux semaines de culture,
mais les cellules fusionnées survivent
parce qu'elles ont acquis a la fois
I'immortalité des cellules myéloma-
teuses et la voie métabolique de
rechange des cellules de la rate.
Certaines cellules fusionnées héritent
également de la capacité de production
d'anticorps des cellules de la rate.

Par des procédures de dosage immu-
nologique, on trie les hybridomes qui
sécrétent 'anticorps recherché. Si le
résultat est positif, on clone les cultures
en étalant les cellules pour en placer
une seule dans chaque cupule. On
obtient ainsi un clone issu d'une méme
cellule d'origine immortelle et produc-
trice d'anticorps.

Les hybridomes ainsi sélectionnés sont
souvent clonés deux ou trois fois in vitro
pour assurer la production de cultures
d'hybridomes véritablement mono-
clonaux dont les anticorps ont une
spécificité unique (voir Partie D.3.2 —
Contamination). A cette étape, on multi-
plie les cellules pour les préparer a la
cryopréservation.

On peut multiplier les hybridomes ainsi
clonés soit en continuant de les cultiver
in vitro, soit in vivo. On trouvera des
sources d'information sur les systémes
de production in vitro a I'Annexe D.
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