Introduction

L’envenimation ophidienne est un sérieux probléme de santé¢ dans le monde, plus de 125 000

déces ont été signalés par an a travers le monde (Chippaux et al., 1997). Les espéces les plus
retrouvées en Algérie sont : Vipera lebetina et Cerastes cerastes. Les morsures de Vipera lebetina
sont trés graves voire méme mortelles, elles entrainent des hémorragies, des oedémes et des
myonécrose.
De nombreux travaux ont été réalisés sur le venin des Viperidae (Laraba- Djebari, 1984 ; Laraba-
Djebari et Martin Eauclaire, 1990 ; Laraba- Djebari et al., 1992 ; Laraba- Djebari et al. ; 1995 ; De-
Faria et al., 2001 ; Abib et al., 2003). Ils ont montré que 1’hémorragie, la myonécrose et 1’cedéme
peuvent étre la conséquence de I’action des kininogénases, d’hémorragines, de PLA; et de
myotoxines. La complexit¢ de la composition du venin rend difficile le traitement des
envenimations. Actuellement le seul traitement spécifique est I'immunothérapie qui consiste en
I’administration de fragments F(ab’), d’origine équine. L’amélioration de ce traitement nécessite la
connaissance de la cinétique du venin dans les compartiments vasculaire et tissulaires de
I’organisme.

L’objectif de ce travail est d’étudier 1’effet neutralisant d’un immun sérum expérimental
constitué de fragments F(ab’), vis-a-vis des modifications physiopathologiques et immunologiques
induites par le venin de Vipera lebetina en réalisant une étude pharmacologique, histologique et
inflammatoire a différents temps en présence et en absence d’immunothérapie.

I- Problématique

Les envenimations vipérines constituent un réel probléme de santé publique en Algérie ou
plusieurs cas de déces sont signalés chaque année. L’immunothérapie reste le seul traitement
efficace.

En Algérie, le sérum commercialisé par I’Institut Pasteur est bivalent. Ce sérum est constitué¢ de
fragments F(ab’), obtenus aprés hyper immunisation de cheval par des doses croissantes du venin
de Vipera lebetina et de Cerastes cerastes. L’amélioration de ce traitement nécessite la
connaissance de la cinétique du venin dans les compartiments vasculaire et tissulaire de souris apres
envenimation expérimentale.

Cette ¢étude a permis de mettre en évidence ’efficacité de I’immunothérapie par une étude de la
Biodistribution du venin, une ¢étude de la réponse inflammatoire et une étude histologique
complétée par le dosage des paramétres biochimiques.

Notre contribution a eu pour objectif d’étudier la biodistribution du venin de Vipera lebetina en
présence et en absence d’immunothérapie, de doser certaines cytokines impliquées dans la réponse
inflammatoire tout en réalisant une approche histologique sur certains organes cibles afin d’essayer
d’¢lucider les mécanismes physiopathologiques induits par le venin.

II- Matériel et Méthodes
II-1 Venins et animaux

- Le venin de Vipera lebetina sous forme lyophilisé est fourni par le laboratoire de Recherche
et de Développement sur les Venins de I’Institut Pasteur d’ Algérie.

- Les souris males N°MERY (20 + 2g) et les lapins albinos (2 + 0,5 kg) sont fournis par
I’annexe de I’Institut Pasteur d’ Algérie (Kouba).



II- 2 Préparation et purification des fragments F(ab’), anti venin de Vipera lebetina

Afin de produire un immun sérum anti venin de Vipera lebetina, six lapins ont été immunisés
avec des doses croissantes de venin. Les injections sont réalisées par voie sous cutanée au niveau de
la peau dorsale de I’animal avec une semaine d’intervalle. Le venin est mélangé V/V avec
I’adjuvant de Freund complet pour la premicre injection et I’adjuvant de Freund incomplet pour les
deux injections qui suivent. Des prélévements sanguins ont été effectués chaque semaine dans le but
de contréler le titre en anticorps par la technique ELISA simple. Les lapins sont sacrifiés une fois
qu’ils auront produit un titre d’anticorps suffisamment élevé et constant.

Le sérum produit est précipité au sulfate d’ammonium et soumis a une hydrolyse enzymatique a la
pepsine. Les fragments F(ab’), ainsi obtenu sont purifiés par immunoaffinité sur gel Sepharose
CL-4B activé au BrCN et couplé au venin total de Vipera lebetina selon le protocole décrit par
Ternynck et Avraméas, 1991.

Le contrdle de I’homogénéité de ces fragments a été réalisé par SDS- PAGE.

II-3 Préparation et titration de I’immunoconjugué constitué de fragments F(ab’), anti
venin de Vipera lebetina couplé a la peroxydase et mise en place du test ELISA Sandwich

Dans le but d’étudier la biodistribution du venin de Vipera lebetina par ELISA sandwich, un
conjugué constitu¢ de fragments F(ab’), anti venin de Vipera lebetina a été préparé comme suit :
100 mg de peroxydase sont dissout dans 40,5 pl de glutaraldéhyde a 25% et 500 pul de tampon PBS
(0,1 M pH 6,8). La préparation ainsi obtenue est laissée a température ambiante pendant 24 heures a
I’abri de la lumiere. Le lendemain, la préparation est filtrée a travers une colonne de
chromatographie sur Sephadex G —25. Le gel sephadex G-25 est préalablement gonflé¢ dans du
tampon PBS (0,1 M pH 6,8) pendant 24 heures. La solution de peroxydase est ¢luée avec du tampon
PBS (0,1 M pH 6, 8). La fraction colorée ainsi récupérée contenant la "peroxydase activée *’ est
mélangée a une solution contenant 6 mg de fragments F (ab’),. Le volume final du mélange est
complété a 5 ml avec du tampon PBS puis un volume de tampon carbonate — bicarbonate est ajouté
afin d’avoir une solution a 0,1 M. Le mélange précédant est mis sous agitation douce a 4°C durant
une nuit a ’abri de la lumiére. Apres cette incubation, la glycine (0,1 M) est ajoutée, la nouvelle
préparation est incubée de nouveau pendant 24 heures a 4°C. La préparation est ensuite dialysée
contre le tampon PBS (0,1 M pH 6,8) durant toute une nuit en renouvelant le tampon toutes les
heures pendant les trois premiéres heures. La solution est ensuite centrifugée a vitesse maximale
pendant 10 min. Le surnageant récupéré est dilué avec un volume égal de glycérol. Le conjugué
ainsi obtenu est titré par <> ELISA simple’’ et conservé a 20°C.

L’étude de la Biodistribution du venin de Vipera lebetina est réalisé¢ grace a 1’application du
test ELISA sandwich. Une gamme de venin de Vipera lebetina allant de 10 ng a 120 ng/ml, ainsi
que quatre dilutions du conjugué¢ (1/1000, 1/2000, 1/3000, 1/4000) ont été testées dans le but
d’établir un protocole adapté du test > ’ELISA Sandwich * qui sera appliqué dans 1’étude de la
biodistribution du venin de Vipera lebetina.

Les concentrations du venin dans les différents compartiments de la souris en présence et en
absence d’immunothérapie sont déduites a partir d’une courbe étalon.



I1-4 Etude de la Biodistribution du venin total de de Vipera lebetina, dans le sérum et
différent organe de souris en présence et en absence d’immunothérapie par le test ELISA
Sandwich

Pour la réalisation de cette étude, 12 lots de souris (a raison de 12 souris/lot) ont été utilisés.
Parmi ces 12 lots, un lot de souris témoin recoit un volume de 100 ul de NaCl 0,9 % par voie s.c.
et un autre lot t€émoin recoit par voie i.p. une dose de 0,5 mg de fragments F (ab”),/20g de souris.
Les dix lots restants recoivent une dose sublétale de venin (25pug / 20 g de souris) par voie s. c.
Parmi ces dix lots, 2 lots recevront une injection intra péritonéale de F (ab’) , (0,5 mg / 20 g de
souris). L’administration de 1’anti-venin est réalisée 30 min apres I’envenimation et ces deux lots
sont sacrifiés a 180 min et 1440 min apres I’injection du venin. Les autres lots sont sacrifiés a des
intervalles de temps différents : 30 min, 120 min, 180 min, 360 min, 1080 min, 1440 min, 2880 min
et 4320 min.

La technique “’ELISA Sandwich’’ a été utilisée afin de quantifier le venin de Vipera lebetina
dans le sérum et les organes (Cceur, poumon, foie, rein, rate, pancréas, estomac et site d’injection)
de souris envenimées par une dose sublétale de venin (25 pg/20 g de souris).

Une microplaque de titration de 96 puits a fond plat est sensibilisée avec une solution de 5
pg/ml de fragments F(ab’), diluée dans un tampon carbonate- bicarbonate (0,1 M, pH 9,5). Apres
une incubation d’une nuit a 4° C, la microplaque est lavée avec un tampon PBS-Tweenyy 0,1 %
(pH 7,4 ; 0,1M). la saturation des sites non spécifiques est réalisée par dépot de 100 ul de PBS-
lait écrémé 5 % par puits suivie d’une incubation a 37°C pendant une heure. Aprés lavage de la
microplaque avec le méme tampon, La gamme de venin de Vipera lebetina, préalablement préparée,
les différents surnageants tissulaires ainsi que le sérum sont déposés en « duplicate » a raison de
100 pl par puits. La microplaque est incubée pendant une heure a 37°C.
Le conjugué constitué de fragments F(ab’), anti-venin de Vipera lebetina couplé a la peroxydase
diluée au 1/1000 est ensuite déposé. La microplaque est incubée de nouveau pendant 1 heure a
37°C puis lavée. La révélation de la réaction s’effectue par 1’addition d’un chromogene O-
Phényléne diamine dihydrochloride (OPD) (20 mg d’OPD + 11 ml de tampon phosphate 0,01 M
pH 7,4 et 10 ul H202 30 V). La réaction est arrétée par addition de H,SOs 2N aprés un
développement a 1’obscurité pendant 10 minutes. La lecture des absorbances est réalisée a 490 nm.

II-5 Etude de la réponse inflammatoire par le dosage des cytokines : 1L-1p, IL-2, IL-4, IL-
5, IL-6, IL-12 et TNF-a

Le dosage des cytokines (IL -1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-12, TNF-a) impliquées dans le
processus inflammatoire de 1’envenimation vipérine a été réalisé sur le modele souris dans les
mémes conditions que les expériences de biodistribution et de dosage des différents parametres
biochimiques. Ce dosage est effectué¢ par un test ELISA sandwich. Les cytokines sont captées par
des anticorps monoclonaux spécifiques et I’addition d’anticorps biotinylés augmente 1’affinité du
complexe formé vis a vis de la streptavidine couplée a la peroxydase qui va quantifier ce complexe
par 1’ajout du substrat chromogéne. Les microplaques sont préalablement sensibilisées avec un
anticorps anti-cytokines a doser (IL1f, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-12, TNFa). Dans un premier
temps les standards, ainsi que les échantillons sériques, sont déposés a raison de 50 ul par puits, en
duplicate ainsi que les échantillons sériques. La microplaque est incubée a température ambiante
pendant 1 heure de méme que les anticorps biotinylés, déposés a raison de 50 pl par puits. Dans un
second temps, apreés une série de lavages, 100 ul d’une solution contenant le conjugué
(streptavidine-HRP) est déposé dans chaque puits. La microplaque est incubée
de nouveau a température ambiante pendant 30 min. L’activité enzymatique est révélée par addition
du substrat spécifique a I’enzyme : le TMB (le 3-3’. 5-5° Tétraméthyl Benzidine) a raison de 100 pl



par puits. La réaction se développe pendant 30 min a 1’obscurité puis une solution d’arrét est ajoutée
(100 ul par puits).

L’intensité de la réaction colorée est mesurable en densité optique a 450 nm. Elle est directement
proportionnelle a la quantité de cytokine présente dans les échantillons et les standards.

Ces étapes sont communes pour le dosage de toutes les cytokines sauf pour I'IL-13 et TNF-a
ou les anticorps biotinylés sont incubés en méme temps que les standards et les échantillons
sériques pendant 2 heures.

11-6 Etude histologique des effets physiopathologiques du venin de Vipera lebetina avant et
aprés immunothérapie

L’¢tude histologique a ¢été réalisée sur le rein afin de déterminer les effets
physiopathologiques induit par une dose sublétale du venin de Vipera lebetina injectée par voie
sous cutanée. Cette étude a été réalisée dans les mémes conditions que la Biodistribution et le
dosage des cytokines.

L’étude histologique a été complétée par le dosage des parametres biochimiques (Glycémie, Urée,
Cholestérol, triglycérides et Créatinine).

I11- Résultats et Discussion
III-1 Purification des fragments F (ab’) , par chromatographie d’affinité sur gel de
Sepharose CL-4B activé au BrCN et couplé au venin total de Vipera lebetina

La chromatographie d’affinité est une chromatographie d’adsorption dans laquelle la
spécificité d’interaction entre un ligand lié par covalence a un support inerte et une protéine soluble
est trés importante. Dans le but de purifier des fragments F (ab’) » spécifiques dirigés contre le venin
de Vipera lebetina, une série de douze chromatographies a été réalisée apres avoir déposé 100
UDO/ml de I’échantillon.

Apres couplage du gel de Sepharose CL 4B activé au BrCN avec le venin de Vipera lebetina, le
rendement ainsi que la quantité du venin couplé ont été calculés tableau 1.

Tableau 1 : Rendement et quantité du venin liée aprés couplage du gel Sepharose CL 4B au venin
de Vipera lebetina.

Rendement (%) 95,2

Quantit¢ de | En UDO/ml | 0,199
venin de gel
couplée En mg/ml de | 1,12
gel

Le profil chromatographique rév¢le la présence de trois pics protéiques (figure 1).

Le premier pic majoritaire, est obtenu en utilisant comme tampon d’élution du PBS (0,1 M pH
7,4) et correspond aux protéines s€riques non immuno-globuliniques (telle que 1’albumine), n’ayant
aucune affinité avec les protéines du venin total de Vipera lebetina couplées a la colonne. Ces
protéines pourraient correspondre aux protéines sériques n’ayant pas ¢été éliminées au cours des
étapes de la précipitation (Laraba-Djebari et Hammoudi-Triki, 1998).



La variation du pH de 7,4 (PBS 0,1 M) a 3 (glycine 0,1 M) a permis 1’obtention d’un second pic
représentant les fragments F (ab’) » de moyenne affinité pour le venin, car a ce pH acide la liaison
Antigéne - Anticorps est déstabilisée.

Le troisiéme pic, est obtenu en diminuant le pH du tampon glycine (0,1 M) jusqu’a 2. Il représente
les fragments F (ab’) ; de haute affinité au venin de Vipera lebetina.

Tampon PBS (0,1M,

9 pH 7,4)
454 I.

24 Tampon Tampon
glycine glycine
(0,1 M, pH 3) (0,1 M, pH 2)

] Lo

Nombre de tubes

Figure 1: Purification de fragments F(ab’)2 anti venin de Vipera lebetina par
chromatographie d’affinité sur gel Sepharose CL-4B activé au BrCN et couplé au venin de
Vipera lebetina.

III-2 Controle de I’homogénéité des fragments F (ab’) , issus de la chromatographie
d’immuno - affinité

L’analyse ¢lectrophorétique des fragments F (ab’) , issus de la chromatographie d’affinité,
est réalisée afin de controler leur pureté. L’¢lectrophorese réalisée sur gel de polyacrylamide a 12,5
% en présence de SDS, révele ’existence de plusieurs bandes d’intensité différentes. Le poids
moléculaire des fragments F (ab”) » spécifiques au venin de Vipera lebetina (moyennes affinités)
ainsi que le sérum précipité et pepsiné est estimé a partir d’une courbe étalon représentant le
logarithme du poids moléculaire en fonction du Rf en utilisant les différents marqueurs de Poids
moléculaires. L’¢lectrophorégramme révele 1’existence de plusieurs bandes qui correspondent aux
différents échantillons sériques. La fraction constituant les fragments F (ab’) , de moyenne affinité
est composée d’une bande majeure de 96 kDa, qui correspondrait aux chaines lourdes clivées par la
pepsine et aux chaines légeres des IgG.

I1I-3 Etude de la Biodistribution du venin de Vipera lebetina en présence et en absence
d’immunothérapie

L’étude de la Biodistribution du venin de Vipera lebetina dans les différents compartiments
de la souris (tissulaires et vasculaire) en présence et en absence d’immunothérapie a été réalisée sur



des souris males (20 £ 2 g) par le test ELISA sandwich aprés avoir préparé un conjugué constitué¢ de
fragments F(ab’),, antivenin de Vipera lebetina couplé a la peroxydase.

I11-3.1 Détermination du titre en anticorps du conjugué spécifique au venin total de Vipera
lebetina par le test ELISA simple

Le test ELISA permet 1’estimation quantitative d’un antigéne ou un anticorps spécifique dans
un liquide biologique. Ce test nous a permis d’estimer le titre en anticorps du conjugué antivenin de
Vipera lebetina, préparé a partir des fragments F (ab’) ; de lapins. Ce conjugué présente un titre de
51 200 qui nous renseigne sur la spécificité élevée de ces fragments vis- a- vis du venin de Vipera
lebetina (Figure 2).
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Figure 2 : Détermination du titre en anticorps du conjugué composé de fragments F(ab’), anti
venin de Vipera lebetina couplé a la peroxydase.

Afin de quantifier le venin de Bothrops, un conjugué constitué de fragments F(ab’) , antivenin de
Bothrops a été constitué et le titre a été estimé a 3200 (Chavez-Olortegui et al., 1997) (tableau 2).

Tableau 2 : Comparaison des titres de quelques conjugués

Titre déterminé par
Conjugué ELISA simple Références
Anti- venin de Vipera lebetina couplé a la
peroxydase 51200 Nos résultats
Anti-venin de Cerastes cerastes couplé a la Chérifi, 2004
peroxydase 12 800
Anti-venin de Tityus serrulatus couplé a la Chavez-
peroxydase 3200 Olortegui et al.,
1994
Anti-venin de Bothrops couplé a la peroxydase Chavez-
3200 Olortegui et al.,
1997

La comparaison entre les différents titres de conjugués, montre que notre conjugué a un titre en
anticorps trés élevé.



I11-3.2 Mise au point du test ELISA sandwich pour quantifier le venin dans le sérum et
organes de souris envenimées

Le test ELISA sandwich a été mis au point afin de quantifier le venin de Vipera lebetina dans

les différents compartiments : vasculaire et tissulaires de souris envenimées avec une dose sublétale
(25 pg/ 20 gde souris) de ce venin. Ce test est calibré en utilisant une courbe étalon établie grace a
I’utilisation d’une gamme de concentrations de venin allant de 10 a 120 ng/ml.
Quatre dilutions du conjugués ont été testées : 1/1000, 1/2000, 1/3000 et 1/4000 vis-a-vis de la
gamme de venin par ELISA sandwich. Aprés de nombreuses mises au point et le calcul du
coefficient de corrélation, nous avons pu estimer la linéarit¢ de ce test. Les résultats obtenus
montrent que la dilution du conjugué au 1/1000, donne une meilleure linéarité et réactivité vis-a-vis
de la gamme de venin choisie avec un coefficient de corrélation R*=0,9724 (Figure 3).
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Figure 3 : Courbe étalon du conjugué anti venin de Vipera lebetina réalisée par ELISA simple.

I11-3.3 Etude de la Biodistribution du venin de Vipera lebetina dans le sérum, site d’injection
et les différents compartiments tissulaires de la souris avant et apreés immunothérapie

La concentration du venin dans le sérum, le site d’injection et les différents organes a été
estimée a partir d’une courbe étalon du venin de Vipera lebetina établie préalablement par ELISA
sandwich. La gamme d’étalonnage comprend onze points avec des concentrations allant de 10 a 120
ng/ml.

Les résultats obtenus aprés une envenimation expérimentale avec une dose sublétale (25 pg/20 g de
souris), montrent que la répartition du venin du site d’injection vers les différents compartiments
vasculaire et tissulaires est rapide (tableau 3). Apreés 30 min d’envenimation expérimentale nous
enregistrons un taux €levé au niveau du site d’injection (118 ng/ml), sérum (98,8 ng/ml), rein (89,9
ng/ml) et foie (33 ng/ml). Dans les autres organes, la répartition du venin est plus tardive puisque
les concentrations maximales ne sont retrouvées qu’apres 6 heures d’envenimation.

Le taux du venin de Vipera lebetina décroit progressivement au niveau du site d’injection, jusqu’a
atteindre une concentration de 88 ng/ml, et augmente parallelement dans les différents
compartiments tissulaires et dans le sérum avec un pic de 109 ng/ml enregistré a 6 heures. Une forte
concentration du venin est retrouvée dans le coeur (69,1 ng/ml). Ceci peut étre expliqué par les
perturbations du systéme cardiovasculaire engendrées par les protéines du venin de serpents. La
concentration du venin diminue lentement en fonction du temps au niveau des différents organes :



ceeur, foie, poumon et rein. De faibles concentrations ont été détectées dans I’estomac, le pancréas
et la rate dans un ordre décroissant (Tableau 3).

Tableau 3 : Biodistribution du venin de Vipera lebetina dans le sérum, le site d’injection et
différents compartiments tissulaires de souris envenimées avec une dose sublétale, déterminée
par ELISA sandwich.

w 30 min 3 heures 6 heures 24 heures 48 heures
Echantillons

98,8 +24,2 | 102 +33,6 109 £ 32,4 100+ 19 23,3+ 15
sérum

118+ 11,9 103,3 +14,2 | 94,5 +21,2 88 + 23,1 12,82 +£12
Site
d’injection

22,2+8,03 | 65+4,40 69,5 +10,6 62,2 +13 8,25+4,1
Ceeur

31,2+2,58 | 72,4+13.8 88,9 + 18,5 85 +4,44 5,72 + 0,1
poumon

33+1,72 68,8 + 1,39 74,4 + 5,82 72,3+ 10 17,93 +£1
Foie

89.9+17,7 |92+14.4 99,9 + 18,7 94,33 +19,1 | 14,82 +2
Rein

12,24 +1,17 | 28 £2,28 35,5+3,77 22,5+3,9 0,73+0
Rate

18,53 £2,27 | 45+3,29 51,1+3,54 |32,2+2,1 0,12+0
Pancréas

33,3+4,8 51,2+ 11,2 41 + 10,14 222+5,66 |0
Estomac

0 0 0 0 0
Cerveau

Le taux maximal du venin dans 1’estomac a été retrouvé a 3 heures avec une concentration de 51,2
ng/ml alors qu’au niveau de la rate et du pancréas, les taux maximums n’ont été enregistrés
quaprées 6 heures d’envenimation avec des concentrations de 35,5 ng/ml et 51,1 ng/ml
respectivement.

La lente élimination du venin de Vipera lebetina, peut étre la conséquence de la masse élevée de ces
constituants, ce qui fait qu’ils diffusent lentement dans les différents compartiments tissulaires de la
souris.



Aucune trace de venin n’a été décelée au niveau du cerveau. Ceci serait du a la présence de la
barriére hémato-encéphalique (Revelo et al., 1996 ; Selvanayagam et al., 1999).

Les résultats obtenus sur la cinétique du venin de Vipera lebetina, permettent de conclure que ce
dernier se distribue assez rapidement car 30 minutes apres son injection par voie sous cutanée, il est
détecté dans le sérum et la majorité des organes de la souris. Ces résultats renseignent également sur
la lente élimination de ce venin.

Le pouvoir neutralisant des fragments F(ab’), (46,25 mg/Kg) injectés par voie
intrapéritonéale apres 30 minutes d’envenimation a été également testé. Les résultats montrent que
le pouvoir neutralisant des fragments F (ab’) ; est meilleur aprés 24 heures de leurs injections car la
concentration du venin a diminué considérablement dans les différents compartiments de la souris
(tableau 4). Ceci est probablement dii au court délai (30 min) de 1’administration de ’antivenin. Il y
a une meilleure neutralisation quand le temps écoulé entre I’envenimation et I’administration de
I’antivenin est court et cela indépendamment de la dose de venin injectée (Bessalem et al., 2002 ;
Krifi et al., 2002).

Tableau 4 : Effets des anticorps sur la distribution du venin de Vipera lebetina

Echantillon | Site Sérum
d’injection Rein Foie Poumon | Ceeur Pancréas | Rate Estomac | Cerveau
Temps
94,4 + |8 |72 +|615 +|533 |44 +|21,2 +£|233 +£|321 |0
Venin+ 12,66 15 25,1 22 18,2 10,1 6,1 8 4,47
F (ab’) 2
(3 h)
Venin3h | 1033 £ [102 +£[92 =+ |688 £|724 £|65 =+ |45 + |28 £+ | 51,2+ 0
14,2 33,6 14,4 1,39 13,8 4,40 3,29 2,28 11,2
49,9 + (522 +|444 + |38 +£[25 +|189 +£|12,5 +£|132 +|82 |0
Venin+ 7,09 22 12 5,56 6,66 2,3 1,53 1 0,9
F (ab’) ,
(24 h)
Venin24h | 88+23,1 | 100 =+ | 94,33 723 £ 85  +£]622 +|322 +£|225 +£(222 £]|0
19 +19,1 |10 4,44 13 2,1 3,9 5,66

L’administration des fragments F(ab’), 30 minutes aprés I’injection du venin a permis une
neutralisation quasi-totale dans la plus part des organes (tableau 4). La concentration du venin
diminue jusqu’a atteindre de trés faibles valeurs au niveau du cceur, du poumon, de la rate, du
pancréas et de 1’estomac. La neutralisation est meilleure quand le temps écoulé apres
I’administration de 1’antivenin est long, car les fragments F (ab’) , provoquent une redistribution du
venin en déplacant les constituants du venin fixées sur les sites spécifiques des organes cibles. Ceci
suggere qu’il y a formation d’immuns complexes entre les constituants du venin et les fragments
F(ab’) ,. Ces derniers se dissocient au bout de 24 heures, libérant ainsi les constituants du venin qui
provoquent une nouvelle distribution du venin.

Parmi les travaux ayant montré I’importance du court délai dans I’efficacit¢ de I’immunothérapie,
nous citons : les travaux de Silamut et al., (1990) ; Revelo et al., (1996) ; Theakston et al., (1996) ;
Krifi et al., (2002) et Hammoudi-Triki et Laraba-Djebari (2003).




I11-4 Etude des effets du venin de vipera lebetina sur la production des cytokines dans le
sérum de souris en présence et en absence d’immunothérapie

L’envenimation de souris par voie sous cutanée avec une dose sublétale (25 ug/20 g de

souris) du venin de vipera lebetina a induit le déclenchement d’une réponse inflammatoire corrélée
par la synthése d’une multitude de cytokines pro inflammatoires (IL-6, IL-1p et TNF-a) et anti
inflammatoire (IL-4) (Figure 4 et 5).
Le venin provoque une augmentation rapide et précoce du TNF-a. En effet a 6 heures
d’envenimation, un premier pic est observé avec une concentration de 147 pg/ml, suivi d’un second
qui apparait a 24 heures avec une concentration de 122,5 pg/ml s’annulant au bout de 48 heures
(Figure 4). L’apparition de I’IL-1f est plus tardive. Elle n’apparait qu’a partir de 3 heures avec un
pic de 60 pg/ml, mais la valeur la plus significative est enregistrée a 24 heures avec une
concentration de 186,66 pg/ml. La cinétique d’apparition de I'IL-6 dans le sérum des souris
envenimées par une dose sublétale du venin de vipera lebetina se traduit par un pic a 3 heures. Cette
concentration diminue a des intervalles de temps postérieur. Un deuxiéme pic est observé a 24
heures avec une concentration maximale de 1306,6 pg/ml. I'IL-1p et I’'IL-6 sont des cytokines
multifonctionnelles ; elles participent dans des réactions inflammatoires aigues et modulent la
fonction des lymphocytes B et T durant le processus inflammatoire (Heinrich et al., 1990). Elles
sont considérées comme des marqueurs de gravité et leur taux plasmatique est extrémement élevé et
souvent corrélé avec la sévérité de I’envenimation (Sofer et al., 1996 ; Meki et al., 1998 ; D’Suze et
al., 2003 ; Fukuhara et al., 2003).
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Figure 4 : Cinétique d’apparition des cytokines pro inflammatoires : TNF-a, IL-6 et IL-1p
dans le sérum de souris envenimées par une dose sublétale du venin de Vipera lebetina.

Parallelement a la production des cytokines pro inflammatoires, 1’injection d’une dose sublétale du
venin de Vipera lebetina a induit également la libération de cytokines anti inflammatoires telle que
I’IL-4. Cette dernicre est apparue dans le sérum des souris envenimées des les premicres minutes de
I’injection du venin avec un pic de concentration de 120 pg/ml a 30 minutes. Un deuxiéme pic a été
enregistré a 24 heures avec une concentration de 92,5 pg/ml.

L’IL-4 inhibe la production des cytokines pro inflammatoire et des médiateurs de 1’inflammation
tels que les prostaglandines, 1’oxyde nitrique et les leukotriénes, réduisant ainsi 1’intensité des
manifestations pathologiques observées lors des envenimations.
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Figure S : Cinétique d’apparition des cytokines : IL-4, IL-5, IL-2 et IL-12 dans le sérum de
souris envenimées avec une dose sublétale du venin de Vipera lebetina

Toutes les cytokines étudiées présentent une cinétique biphasique. La premicre phase correspond
probablement & une réponse immunitaire a médiation cellulaire. Le venin, considéré comme un
antigéne protéique, est capté par des cellules spécialisées (CPA), ingéré puis dégradé en peptides
dans les lysosomes. Ces derniers s’associent aux molécules du complexe d’histocompatibilité¢ de
classe II. Le complexe ainsi formé est exposé sur la membrane des CPA, puis il est reconnu par le
récepteur du lymphocyte T CD4" de type Thl. Ainsi activées, les cellules T produisent I’IL-2 et
I’IFN-y, qui vont stimuler a leur tour la synthése d’autres cytokines afin d’amplifier la réponse
inflammatoire en augmentant la production des cytokines pro inflammatoires telles que : I’'IL-1,
I’IL-6 et le TNF-o. La diminution des concentrations des cytokines au cours de la premiere phase
est probablement due, d’une part a la présence des cytokines anti inflammatoires telles que 1’IL-4 et
I’IL-10 qui inhibent leur production ou bien a la libération des glucocorticoides produits suite a la
cascade d’événements enclenchée par ces mémes cytokines a I’origine d’une boucle de rétro
inhibition impliquant 1’axe neuro- endocrinien, d’autre part. La saturation des sites récepteurs a la
surface des cellules ou bien la diminution de leur expression, peut également expliquer la
diminution de la production de ces cytokines. La deuxiéme phase qui se caractérise le plus souvent
par ’apparition d’importantes concentrations de la plupart des cytokines est probablement due a la
libération d’autres substances activatrices comme certains médiateurs qui peuvent diminuer ou
augmenter I’activité des cytokines en fonction des cellules cibles. Ainsi I’IL-4 induit la production
de I’'IL-6 par les cellules endothéliales et les lymphocytes B, alors qu’elle inhibe la production de
I’IL-6 et des autres cytokines par les macrophages.

L’immunothérapie qui a consist¢ en I’injection par voie intrapéritonéale, de fragments
F(ab’); 30 minutes aprés ’envenimation semble avoir une capacit¢ a neutraliser les effets
provoqués par les toxines circulantes du venin de Vipera lebetina (Figure 6).
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Figure 6: Quantification des cytokines sériques chez la souris envenimées par une dose
sublétale du venin de Vipera lebetina aprés neutralisation par les fragments F (ab’) ,
spécifiques.

Trois heures aprés I’injection de I’antivenin, le taux du TNF-a, IL-12 et IL-2 est quasiment nul,
alors que nous retrouvons des quantités importantes de I’IL-6, IL-1B, IL-4 et IL-5 dans le sérum.
Par contre aprés 24 heures, la concentration de toutes les cytokines s’est annulée sauf pour IL-1f et
IL-5.

Ces résultats permettent de déduire d’une part, I’importance du court délai entre I’injection du venin
et I’administration de 1’antivenin et d’autre part, le bon pouvoir neutralisant des fragments F (ab’) ,.

I1I-5 Etude histopathologique des effets du venin de Vipera lebetina avant et aprés
immunothérapie

L’analyse histologique de la zone corticale du rein témoin ayant recu 100 pl d’eau
physiologique par voie sous cutanée montre que le parenchyme rénal a une architecture conservée
composée de glomérules et de tubules contournés normaux, non altérés avec des noyaux bien
distincts et un revétement épithélial préservé (Figure 7A). Les résultats de I’examen microscopique
du parenchyme rénal révélent que I’hémorragie apparait dés les premicéres minutes de
I’envenimation.

A 30 minutes de 1’envenimation, des foyers hémorragiques intraglomérulaires et intertubulaires ont
été observés. Cette hémorragie est due a la présence des cellules érythrocytaires. Quelques noyaux
hypertrophiques ont ét¢ également observés. Cependant les tubules rénaux contournés restent
conservés (Figure 7B). Apres 3 heures d’envenimation, il y a présence d’hémorragie corticale qui se
traduit par la présence d’hématies dans les compartiments intra et intertubulaires. Les tubules
paraissent gonflés avec certains noyaux pycnotiques. Il faut noter également une légere
augmentation du nombre des glomérules en rapport probablement a une hyperplasie des cellules
endothéliales (augmentation du nombre des cellules) (Figure 7C). Ces altérations s’intensifient et
évoluent aprés 24 heures et 48 heures d’envenimation. Une envenimation de 24 heures avec cette
méme dose semble évoluer vers une nécrose importante qui provoque une réduction de la taille des
glomérules. De ce fait I’espace de Bowman semble étre plus large accompagné d’une tuméfaction
des tubes contournés distaux et proximaux. Méme la zone médullaire présente des altérations
oedématiques avec la présence de quelques foyers hémorragiques (Figure 7D). Au bout de 48
heures d’envenimation, le venin de Vipera lebetina engendre sur cette méme zone corticale des
modifications morphologiques et des troubles d’ordre vasculaires caractérisés essentiellement par
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une persistance du nombre élevé de glomérules, ’apparition d’atrophie glomérulaire diffuse, une
perturbation de 1’architecture glomérulaire avec réduction de I’espace mésangial.

Certains tubules présentent des signes de dégénérescence, une hypertrophie des noyaux, une
vasodilatation et une invasion des globules rouges (Figure 7E). Cette vasodilatation active peut
avoir comme conséquence le passage des globules rouges dans I’espace urinaire (hématurie)
(Cabanne et Bonenfant, 1986).

Des altérations semblables ont été observées, selon certains auteurs, dans le cas de 1ésions
rénales dues a des agents toxiques. Une nécrose aigue du revétement des tubes proximaux a été
¢galement observée (Cabanne et Bonenfant, 1986 ; Soe-Soe et al., 1990). Le gonflement des
tubules, phénoméne provoqué par le venin de Vipera lebetina, semble étre provoqué aussi apres
I’action de plusieurs types de venins tels que le venin de Bothrops moojeni, Bothrops insularis
(Boer Lima et al., 1999) et Vipera palestina (Ickowicz et al., 1996).

L’injection intrapéritonéale des anticorps a des souris ayant recu une dose sublétale du venin de
Vipera lebetina, engendre un rétablissement partiel des altérations observées.

Apres 3 heures de traitement, quelques effets ont été neutralisés dont 1’hémorragie diffuse. Par
contre les glomérules restent toujours en nombre élevé avec une 1égere régression de I’hyperplasie.
Au bout de 24 heures de traitement, la structure du parenchyme rénal est conservée, comportant
toujours un nombre ¢élevé de glomérules avec une diminution importante de I’hyperplasie
endothéliale glomérulaire, des foyers hémorragiques notamment interstitielles.

Revelo et al., (1996) ont trouvé des résultats semblables. En effet I’administration d’un antivenin
spécifique au venin de Tityus serrulatus révele une faible neutralisation au niveau du rein et du
poumon.

Le venin de Vipera lebetina a provoqué également une variation des différents paramétres
biochimiques. Le taux de glucose dans le sang a subit des variations importantes et précoces avant
de se normaliser. Un premier pic est observé dés la trentiéme minute d’envenimation, avec un
maximum de 1,48 g/l suivi d’un second pic apparaissant a 18 heures avec une concentration de 1,38
g/l avant de normaliser a 24 heures. Cette hyperglycémie pourrait étre due & une hypersécrétion
hormonale ou a une perturbation de la sécrétion de I’insuline.
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Souris envenimées avec une dose sublétale Souris envenimées avec une dose sublétale
(25 ug) du venin pendant 30 min (25 pg) du venin pendant 3 h

Souris envenimées avec une dose sublétale Souris envenimées avec une dose sublétale
(25 pg) du venin pendant 24 h (25 pg) du venin pendant 48 h

Figure 7 : Altération du parenchyme rénal de souris apreés injection d’une dose
sublétale (25 pg) du venin de Vipera lebetina par voie sous cutanée.
Coloration : Hématoxyline - Eosine

H : hémorragie ; Rm : réduction mésangiale ; Rg : réduction glomérulaire ; Nc :
nécrose ; Np : noyaux pycnotiques ; h : hypertrophie ; g : glomérule ; t : tubule.
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Conclusion

Le travail que nous avons réalis€¢ a eu pour objectif d’étudier certains effets
physiopatologiques, immunologiques et biochimiques induits par le venin de Vipera lebetina.

Cette étude a permis d’une part la mise au point d’un test immuno- enzymatique permettant
la quantification du venin dans 1’organisme apres la préparation d’un immuno conjugué spécifique.

Les résultats de la Biodistribution du venin de Vipera lebetina injecté par voie sous cutanée
ont montre :

- Une distribution rapide du venin dans les compartiments vasculaire et tissulaires de souris.
- les cibles majeures de ce venin semblent étre : le cceur, le foie, le rein et le poumon.

- Une ¢élimination lente du venin de Vipera lebetina en comparaison a sa distribution.

L’administration des fragments F(ab’), par voie intra péritonéale 30 minutes aprés envenimation a
permis de réduire et de neutraliser la quasi-totalité des effets induits par ce venin.

D’autre part, I’étude de la réponse inflammatoire par le dosage de quelques cytokines et
I’étude des parametres biochimiques ont permis de montrer [I’implication du venin dans
I’inflammation et les différents désordres métaboliques.

De plus I’étude histologique a permis la mise en évidence des altérations tissulaires causées
par le venin de Vipera lebetina. Ces altérations sont d’ordre vasculaire et tissulaire allant de
I’hémorragie a I’cedéme et a la nécrose.

L’immunothérapie a permis la neutralisation des effets physiopathologiques du venin de
Vipera lebetina. Les résultats de cette neutralisation sont meilleurs lorsque les souris sont sacrifiées
plusieurs heures apres I’injection de ’antivenin car les organes étudiés retrouvent un aspect quasi
normal apres 24 heures de son administration.
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