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I N T R O D U C T I O N  

B U T  D U  T R A V A I L  

Schistosama m s o n i ,  ver p la t  Trénntode digénétique, est un 

parasite des vaisseaux sanguins mésentériques de l ' H m  e t  de quelques 

mamrllfères. Il est responsable de l a  forme intest inale de la schistoso- 

d a s e  (ou bilharziose) , maladie touchant 150 millions d ' individus, prin- 

cipalment en Afrique e t  en Anérique tropicale. A ce titre, l a  bilharziose 

sous ses diverses f o m s  représente l 'une des principales endémies mn- 

dia les  et,bien que son taux de mortalité reste faible,  e l l e  entraîne sou- 

vent, par son évolution vers des formes chroniques, un4 profonde incapa- 

cité physique avec ses conséquences humaines et économiques. 

L'infection par S. mansoni s e  produit par voie transcutanSo- 

muqueuse lors  d'un contact avec de l 'eau où nagent les larves à queue 

bif ide du parasite ( les furcocercaires), peu de temps avrès leur sor t i e  

de l a  Planorbe, mlluçque gastéropde pukwné dulçaquicole, hôte inter- 

médiaire des Schistosorries . 
Au mcmmt de l a  pénétration dans l a  F a u ,  réalisée grâce à des 

enzymes protéolytiques, l a  cercaire perd sa queue et se  transform en 

un sch is tosmle .  Par un cheminement qui res te  encore discuté (capil- 

laires sanguins, système lymphatique), les scl~istosomules gagnent en 

quelques joursles poumons où une grande par t ie  d'entre eux e s t  détruite.  

Les jours suivants, l es  jeunes vers atteignent l e s  vaisseaux mésentéri- 

ques e t  l a  veine-prte, où ils achèvent leur maturation en vers adultes 

mâles ou femelles. Le d e  qui rnesure 2 a n ,  loge l a  femelle, f i l i f o m ,  

dans le creux formé par le repl i  longitudinai de sa face ventrale, le 

canal gynécophore. Les ferrelles fécondées h d o n n e n t  l e s  mâles et s'ar- 

rêtent  dans l e s  veinules du gros intestin. Leurs oeufs, par érosion et 

digestion enzymatique, traversent l a  paroi des capil laires,  tmbent dans 

la lumière intest inale d'où ils sont entraînés au dehors, e t  parviennent 

en milieu aqmtique. 



De l'oeuf éclot un miracidium, larve ci l iée ,  qui pénètre dans 

l e  mllusque l u i  servant d'hôte intermédiaire. Au sein du rmllusque a 

l ieu une reproduction par bourgeonnement inteme (plyembryonie) qui 

transforme l e  miracidium en sporocyste ~ i m a i r e  capable de donner nais- 

sance à des milliers de sporocystes-fils. Leur maturation en cercaires 

s'achève dans l'hépatopancréasdu mllusque. Libérées dans l'eau à 25-30°C, 

les larves infectieuses doivent trouver un hôte dans les  24 heures faute 

de q m i  el les  murent. 

La résistance naturelle des mârmiifères à l 'infection par Schis- 

t o m  m s o n i  varie considérablement d'une espèce à l 'autre, al lant 

de l a  résistance totale,  carme chez le chat ou l e  pigeon par exemple, 

à l a  susceptibilité conme chez l ' h m e ,  l a  souris ou l e  hamster. 

Ehtre ces extr-s existe l a  situation intermédiaire des 

mauvais hôtes, camiie l e  cobaye ou l e  chien, chez qui les  larves pénè- 

trent mais ne se développnt pas, ou a m m ~  l e  singe Rhésus e t  l e  r a t  

chez qui les  larves deviennent des vers adultes, éliminés après un délai 

de quelques semaines pr un phénamène d'expulsion spntanée ("self-cure" 

anglo-saxonne) . 
Toutefois, chez l e s  hôtes su~cep~ib les ,  se développe, à des 

degrés divers, une résistance à l a  réinfection, conséquence d'une imnu- 

nité acquise. Chez l ' h m ,  où les  vers adultes peuvent survivre de 

25 à 30 ans, on constate une certaine réduction de l a  ppulation para- 

s i t a i r e  avec l'âge, mais l 'on observe surtout une limitation des infec- 

tions ultériwres lors  de contacts avec des Larves infectieuses : il 

s ' e s t  développé un é t a t  de prérnunition..Chez les animaux e x ~ r ~ t a u x ,  

l a  première infestation entraîne un é ta t  de résistance à l a  réinfection 

qui semble totale e t  définitive chez l e  singe Rhésus, temporaire chez 

l e  ra t ,  e t  seulenent partielle chez divers hôtes c m  la  souris. 

Cette inmunité acqi;ise a essentiellement c m  support l e  pa- 

rasi te  adulte vivant. ies schistosomes éliminent dans l a  circulation 

sanguine de leur hôte de t rès  ncmbreuses substances solubles, somatiques 

et surtout métaboliques : produits de l a  digestion, enzymes, structures 



du tube digestif, pigments, élémnts du tégument, substances de 

l'a-pareil excréteur et de l'appareil cfénital, peut-être des homiones, 

constituant une source extrêmement corrplexe d'antiqènes grâce auxquels 

l'hôte est susceptible de s'immuniser. 

19ctuellemnt, l'étude des antigènes schistoçomiens est l'un 

des axes princi~ux de la recherche concernant l'imnunité anti-bilhar- 

zienne, dans le but d'identifier ceux qui sont responsables de 1'im-m- 

nisation de l'hôte. 

IR second @le d'intérêt dans ce problème est l'analyse des 

rnécanims effecteurs de l'imnunité anti-schistosomienne. ies plus ré- 

cents travaux à ce sujet ont mis en évidence, in vitro, l'existence 

de plusieurs processus hunoloçiques : 

1) La présence dans le sérum des animaux (singe Rhésus, rat, lapin, 

cobaye) et de l ' h m  infectés, d'un anticorps toxique et rtdême léthal, 

en quelques jours, pour les tout: jeunes sc~Lstosomules et dont l'action 

nécessite le mlerrient. 

2) Chez le rat et le cobaye, une accélération du mécani- précédent est 

constatse en présence de 1.eucocytes plymorphonucléaires, apparermient 

les neutrophiles. 

1 3) Chez l'home, le babouin et la souris, des éosinophiles associés à 

des anticorps, indé~ndamnent du corrplément, entraînent des lésions 

ivrtantes chez les schis tosorrnrles . 
4) Des macrophages normaux, sensibilisés à  OC par des anticorps cytoshi- 

les de rats irranuns, endamagent les larves du parasite. 

5) Enfin, des mcrophages nomaux, préincubés pendant 3 à 14 h avec du 

sérum de rat irranun, adhèrent forkmt aux schistosmuies et parviennent 

à les tuer en quelques heures. ïes anticorps impliqués sont les IgE. 



Avec ces dcanimes se manifeste le caractère majeur de l'immu- 

nité acquise dans la schistoscmiase : elle s'exerce contre la fonre 

larvaire yrécoce du parasite, c'est-à-dire dans les premières heures qui 

suivent une nouvelle enétration de larves dans la peau. Eh effet, après 

4 jours, le schistosanile acquiert des antigènes identiques à ceux de 

son hôte, qui salent le protéger des niécanisws inmunitaires de l'orga- 

n i e  infecté. C'est yrobablement là l'une des explications de la longue 

survie des vers adultes malqé l'irmmité qu'ils suscitent ; cette irrunu- 

nité n'agit qu'à l'encontre des larves nouvellement introduites dans 

l'organime, donc vis-à-vis de -la réinfection. 

Si la coopération macrophages-imnunoglobulines E (IgE) constitue 

un él-t inoprtant de la défense de l'organisrrie contre la réinfection, 

il est tentant d'essayer d'augmenter l'efficacité du mécanisme. 

C'est à un tel objectif que notre travail s'est attaché. 

Dans ce but, nous avons utilisé diverses substances irrP;runo- 

stimulantes, les unes connues pour potentialiser la répnse hmraïe et 

plus spécialement solliciter la production d'IgE en aucprientant leur taux 

sérique, et les autres connues pur stirriuler les activités propres des 

macrophages, ces cellules que nos connaissances ont longte~r~?~ confinées 

au seul service de la voirie de l'organisme, mais qui se révèlent, depuis 

quelqws années, des partenaires indispmsables aux mécanismes incnuns. 

Dans un premier chapitre, nous exposerons l'état actuel de nos 

connaissances dans l'imnunité anti-bilharzienne et dans les n6canismes 

qui la soutisnnent. 

Cette iranunité étant à la fois à support hmral et à support 

cellulaire, nous présenterons, dans le deuxih chapitre, les &canisnies 

de la répnse hmrale ainsi que les substances imnuno-stlmulan'ces sus- 

ceptibles d'agir sur la production d'anticorps, et, dans un tr0isi.k 

chapitre, le rôle du macrophage dans l'imnunit5 cellulaire, avec les 

substances capables d'accroître l'efficacité 6e ses interventions. 



Ms travaux y s o n n e l s  seront exposés en deux chapitres. 

ïe premier présentera les  résultats obtenus dans l'imnunosti- 

mulation h m r a l e  e t  macrophagique avec un extrai t  antigénique pur isolé 

des Mycobactéries cornnaré à d'autres substances connues pour leur effet  

adjuvant . 
I;e second s'attachera à une application des effets  stimulants 

hmraux etmacrophaqiques observés, dans l e  d é v e l o p m t  de l l i . ? i t é  

anti-bilharzieme chez l e  r a t  soirmis à une infection expérimentale par 

Schistoson~ mansoni. 





L'imnunologie de la schistoçcpniase a fait l'objet d'un récent 

-randun de l'O.M.S. (CAPRON et un groupe d'auteurs, Bull. OMS, 1974). 

Contraimuent à ce qui se passe dans la plumt des infections, 

l'imrninité qui se dévelo?pe dans les affections parasitaires est en géné- 

ral très longue à s'instaqer et n'aboutit pas à une destruction totale 

de la ppulation parasitaire installée. Vis-à-vis des vers adultes de 
35 9 

l'infestation initiale, il se développe ce que S!..IITHERS et TERRY (1969) 

ont applé 1' "imnunité conccimitante", stat dans lequel l'hôte est inca- 

pable de se débarrasser complètement de la population de vers responsable 

de l'imnunisation, rrais grâce auquel il peut résister aux infestations 

ultérieures. On cite l'exemple de travailleurs subtropicaux, dont la 

tâche impose une hrsion quotidienne dans des canaux d'irrigation en- 

traînant une bprtant mrtalité par une infestation primaire massive, 

mais pour qui la survie signifie l'immunisation. 

Il est possible, mais non prouvé, que la réduction de la ppu- 

lation infestante, manifestée chez certains animaux expérbqtaux dans 

le phénomène de "self-cure", ainsi que chez l'hcsrme avec l'âge (BRADLEY 

et W ~ U ~ ,  1973f: repse sur un mécanisme inmunologique : chez le 

sinse Rh~suç, la ponte yr les -masite est maxim&~ entre 8 et 12 semaines - 
après l'infestation, puis diminue ~rogressivement pur atteindre LE? taux 

faible mais constant. On constate une rauction parallèle de la ?Nation 

de vers adultes (Elc -Yüï,ï~N et coll., 1967f:~ 

Chez le rat, l'élirdnation des vers constitue un phénomène extrê- - 
merrent intéressant pur l'irmnulolgiste et un modèle e>rpérimental très 

utilisé par le parasitologue : la plus grande partie de la ppulation 

parasitaire est détruite entre la 4ëme et la 8ème semaine, tout d'abord 

rapidement entre le 21ème et le 37èm jour (la demi-vie biologique àes 

vers est de 6 jours), puis plus lent&nt, la population se réduisant de 
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mitié tous les mis environ (RITCHTE et coll., 1963 ; SUTHERS et TERRY, 

1965 bfy 

Chez la souris, les oeufs sont pndus à un ryt.hre constant pen- 

dant une centaine de jours. Peu à FU, et surtout à yartir du 6Oènie jour, 

ils sont piégés dans le foie et l'intestin. Un mécanism insnun de l'hôte 

inhiberait l'action des enzymes de l'oeuf, l'empêchant de tanber dans la 
216 

lumière intestinale (WETZEL, 1967) . 
Le cobaye et le la9in sont caMles de réduire leur pyulation 

prasitaire mais plus lentement que le rat.. 



1 - RESISTANCE A LA REINFECTION . . 

Au sens stric, l ' imun i t é  contre l a  schistosomiase n'intéresse que 

les parasites introduits lors des infections secondaires. Il serrble en e f f e t  

que l 'essent ie l  des mécaniçrries inariunologiques acquis s'exerce contre les 

formes immatures du parasite, cel les q u ' i l  présente au marrient de l a  pénétra- 

tion dans l 'hôte. L'irrununité anti-bilharzienne se traduit  par une résistance 

à l a  réinfection. 

C ' e s t  a ins i  que le singe Rhésus devient totalenient résistant  à 

l a  réinfection après une première infestation. Les auteurs divergent sur 

l e  délai  nécessaire à l ' ins ta l la t ion de cette inanunité, déla i  qui sera i t  
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de 16 à 21 s a i n e s  g u r  certains (SMITHEFS e t  =Y, 1965a) e t  d'une année 
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~ u r  d'autres (NAIMARK et col l . ,  1960), mais ils tombent d'accord sur sa 

réa l i t é  (WDISON et col l . ,  1 9 7 1 r  

Chez le - r a t ,  en général 4 semaines après une ~remière  infestation, 

une inmunité e s t  observable e t  persiste pendant 12  S 1 4  samines (SNIT'HERS 
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et TERKY, 1965b). Chez l e  r a t  Spraqe-Dawley, l a  ré,sistance à l a  réinfection 

est carprise entre 80 e t  100 % de l a  5èrrie à l a  7èm semaine suivant une 

infestation par 1000 cercaires. Elle dimime ensuite rapidemerit et  dispa- 

r a i t  à l a  l6ème semaine. Chez le r a t  ~ooded-Lister, l a  cinétique e s t  tout 

à f a i t  semblable, avec un léger décalage, puisque le m i m u n i  d2 rssistance 

est c p r i s  entre l a  8 h  e t  l a  1 0 è m  serraine e t  que ce t te  espèce e s t  à 
305 

nouveau susceptible vers l a  17- semaine (PEREZ et  col l . ,  1974) .  IR rat 

Sherman e t  le r a t  b w i s  atteignent l e  maximum de résistance à l a  8zm 
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semine (MADDISON e t  coll . ,  1970). 3Lc maximum de résistance du rat Fisher 
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est observé à l a  9ème semine (%nique CAPfiON, 1974). 

Les divers stades du cycle pzrasitaire dans l 'hôte vert2bré sont 

potentiellement antigeniques. Tous, cependant, ne semblent pas i q l i q u é s  

dans le  d é ~ e l o p ~ m t  de la  rssistance acquise aux schistosomles. 

II - LES AFiTIGENES SCHISTOSOYIIENç -S 

Chaque étape du dévelonpwnt du parasite l ibère dans l a  circu- 

lat ion sanguine e t  l e s  t issus de l 'hôte des substmces solubles susce?ti- 

bles de déclencher une répnse  imnunitaire. L'iMnunoélec~~phorèse bidi- 

mensionnelle permet d ' ident i f ier  ?lus ds 60 an t igbes  dans l es  ex t ra i t s  



parasitaires réalisés i n  vitro. Au sein de cet te  niosaïque, certains 

antigènes ont une spécifici té de genre, d'autres une spécificité d'es- 

pèce, e t  d'autres enfin une spécificité de stade. L'un ou l 'aut re  de . 

ces antigènes spécifiques ont é té  isolés, en particulier par Electropho- 

rèse sur gel  de plyacrylamide (BOUT e t  coll . ,  sous presse) e t  suopor- 

t en t  t r è s  souvent une activi té enzymatique. Ils sont égalanent présents 

dans l e  sérum des suje ts  parasités. 

Les substances libérées dans l e  sang de l 'hôte s e  répartissent 

en antigènes somatiques, consti tut ifs  du corps parasitaire, e t  en anti- 

gènes métaboliques, sécrétés ou excrétés par l e  p r a s i t e .  

Une description detai l lée de ces antigènes a é t é  donnée par 

CAlUm (1975))o 

Quelle e s t  leur valeur immunqène ou vaccinante ? 

- Les cercaires : Au moment de l a  ené t ra t ion  dans l a  F u ,  l es  cercaires 

l ibèmt des enzymes et  vident leurs glandes acétabulaires. LEVINE e t  
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KAGAN (1960) ont obtenu une imnunisation de souris avec de l 'incubat de 

cercaires de S. inansoni ; il s ' ag i t  du milieu dans lequel ont v5cu un 

certain tenps l e s  cercaires. 

- ïes schistoschmiles : 10 à 60 % des scliistosmules, selon l a  suscepti- 

b i l i t é  de l 'hôte, sont détruits  au moment de leur $nétration, de leur 

migration ou au niveau du p o w n .  Ils constituent une importante source 

d'antigènes. k singe Rhgsus infesté par l a  souche formosane de Schisto- 

some, qui ne se d é v e l o ~ p  3 s  chez l e  singe, deviennent résistants à une 
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infestation par S. j a ~ n i c u m  (HSU e t  HSU ., 1963). 

ies avis divergent sur l a  valeur de l ' h u n i s a t i o n  par infesta- 

t ion avec des souches hétérologues (souches du béta i l ,  chez l a  souris ou 

le singe) . 
L'uti l isat ion de cercaires irradiées, qui restent à l ' é t a t  de 

larves imnatures, confère une certaine imnunité ; mais l ' i r radia t ion qui 

entraîne ce blocage du développement conduit également à la mort i n  situ 

des larves e t  déclenche de ce f a i t  l a  formation de granulomns puLwnaires 

ou cutanés. 



- Les vers adultes : Des ra t s  sont facilement protégés par des hcsri~génats 
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de vers adultes de S. mansoni (SADUN, 1963). Par le transfert de vers 

adultes dans la veine-porte de singes sains, SMITHERS et  TERRY ( 1 9 6 7 1 ~ ~ ~  

ont développé une imrrunité à l a  réinfection. 

L'infection unisexuée -met de vér i f ier  l e  rôle  de l 'adulte,  
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en éliminant l a  part  éventuelle des oeufs : ainsi  V û S L  (1958) obtient 

une inrrninisation chez des singes par infestation avec des cercaires 
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d'un seul sexe ; de rriême, S!3iTHE-% e t  TERRY (1969b) chez des m i s .  
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Ces deux derniers auteurs (1967), par le transfert  de vers adultes 

mâles - ou femelles dans l a  veine-prte du singe Rhésus, ont obtenu un 

haut deqré de résistance ; de m&e, par t ransfert  de vers femelles coupés 

en deux : l a  part ie antérieure peut survivre plusieurs semines e t  ne pond 

pas d'oeufs. 

Ce sont essentiellemnt l e s  ~ r o d u i t s  du métabolim des vers q u i  

w r t e n t  l ' ac t iv i té  imnmqène p t e c t i c e  : les surnacjeants des cultures 

de vers i n  vi t ro  (incubats) confèrent une bonne inmunité aux animaux : 

ainsi  vaccinée, l a  souris rés i s te  à une infestation par S. japonimn 
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(ÇADUN e t  Lm, 1959rou par S. m s o n i  (MuRIm etCISiY, 1972) . 
Le tube digestif du ver adulte est en cul de sac. mois  à quatre 

heures asrès ingestion des érythrocytes du sana de l+hôte, l e  ver renou- 

vel le  le contenu coecal en régurgitant l e s  résidus de l a  digestion : enzy- 

mes, cellules e t  débris cel lulaires de son épithélium intest inal .  Outre 

ces excrétats, l e  ver renouvelle constamment son tégument externe hepta- 

laminé, dont l e s  fragwnts sont libérés dans l a  circulation de l 'hôte  ; 

des sérums toxiques in vi t ro  -mur les  scNstosomules ont é té  obtenus 

par injection de mlécules mmbranaires à des r a t s  (SHER et  coll . ,  1974). 

Le ver adulte vide le contenu de sa  vésicule excrétoire. Des 

produits de l 'appareil génital du mâle corrune de l a  fe re l le  passent dans 

l a  circulation sanguine. Il y a peut-être également des hormones. 

CARLIER (1975 J6a isolé  du sérum e t  de l 'ur ine  de bilharziens, un 

antigène de nature ~lysacchar idique,  retrouvé dans l'incubat de vers 

adultes. Cette mlécule se ra i t  h a p t é n i p  et  ne provoquerait l 'apparition 

d'anticorps, que cou~ lée  2 une protéine porteuse. 



Les antigènes métaboliques libérés par l e  ver adulte se répar- 

t i ssent  actuellement en mlécules -polysaccharidiques pur les é l g m t s  

provenant du tube digest if ,  e t  en m l é m l e s  protéiniques ou glycoprotéi- 

niques ~ u r  les structures libérées par le turn-over t r è s  rapide de la 

rfenbrane cytoplasmique externe heptalaminée du ver (KUSEL e t  MACKENZIE, 
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1975 ; KUSEL e t  coll. ,  1975). Ces mêmes mlécules ont été identifiées 

dans le sérum des sujets  infectés. 

De plus certains des antigènes membranaires de l 'adulte e t  de 

la  f o m  larvaire ont des carraminautés q u i  peuvent expliquer l 'act ion d'an- 

ticorps cytotoxiques, induits par l e s  vers adultes, sur les jeunes larves 

au r m n t  de leur pénétration. 

Il ap- ra i t  ce-pendant de plus en plus clairement que le dévelop- 

p w n t  de l'irmninité à l a  réinfection chez l e  r a t  coïncide avec l a  lyse 

des vers (qu'elle so i t  la conséquence d'un r e j e t  inmunologique ou d'une 

thérapeutique efficace) qui l ibère dans l a  circulation sanguine une énor- 

ne quantité d'antigènes somatiques et d ' imnunc~ lexes  solubles (CAPRO!?, 

197517f 

- Les oeufs : Dans le système S. douthittii-souris, les £ e l l e s  pondent 

des oeufs parthénogéniquement. Il e s t  donc possible d'obtenir i n  vivo 

une ponte en absence de mâles. La souris dévelops une immunité à l a  

réinfection lorsqu'elle e s t  infestée par des ferrelles, mais ES lors- 
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qu'elle l'est avec des mâles (KAGAN, 1952). Dès l e  2ème jour, l'oeuf, 

contenant le miracidium, excrète, F r  ses pores, des enzymes dans l e s  

t i ssus  qui l'entourent. Cependant, les antigènes d'oeufs s d l e n t  sur- 

tout  respxsables du déclenchement des réactions d'hypersensibilité 

retardée à l 'origine du granulorrie qui .se  f o m  autour de ce t  organite. 

En conclusion, il est encore d i f f i c i l e  de déterminer les anti- 

gènes responsables de l'induction de l'irrariunité protectrice. Il smble  

au moins acquis que ce t te  ~ t ~ u l a t i o n  de l'imnunité s o i t  due au nGtabo- 

l i e  des vers vivants au sein de l 'hôte. 

Il est possible qu'un certain degré d'immunité protectrice puis- 

se ê t r e  abtenue avec l a  jeune iawe migrante, mais les  singes e t  l e s  sou- 

ris ne développent d ' h u n i t é  que t r è s  lentement après une pe t i t e  infection 

in i t i a l e .  C ' e s t  l e  signe de llumx>rta?ce de l 'adulte dans le processus 

imnmitaire. Le transfert chirurgical des vers adultes dans l a  veine-porte 

confirme d 'ai l leurs que l 'essent ie l  du stimulus antigénique est aoporté 



par l e  parasite adulte. 

Le dévelop-?-nt I? . .: t iaire qui per- 

rrirttent d'évaluer l e  cïegrii, d :, ~ i t ~ n t  montré . 

que les parasites introdifits :.;,:, .rit détruits 

so i t  dans l e  p m n ,  soi t  à L:L :, j ration. 

Conarient l e s  çcliist.c- -s; 21s mécanismes 

les hôtes h u n s  parviennent-- - '! c L . i A  infestation ? 

III - MECANISES 

Il es t  c lass iq~e ,  3-a; r. 

dans les n6canisn-tes hmoi .cqiqu~ 

ressant les  L m o g l o b ~ l i n e s  cn t l  

guine e t  diverses sécréticns, r r t  i - , --. 

sant les cellules lymphoïdes e t  ri ':- 

7 ."-a I I  ; [ cible que l e  système h ~ u n i t û L , L  

Nous envisagerons succev 7: 

l 'on peut considérer co rn  puaner~r 71 

une coopération des anticorps ax.Tcc Li, 

les  mécaniçmes détendant directaie:-: t 

Les anticorps con-e Ics cük- 

les  diverses techriicpes de l ' ir[ir~u~--:~:~ :J 

f luorescencc , hémayglutinati~~,i~, lié.irr.~t vc .. 
ces anticorps atteignent l e m  taux i;'cuCr: i.,<n 

e t  que Lie nambreux oeufs sont. déjà h l f~y* ic  

plus tardive~ent cpe 1' installatic~ri de :. ' il-i 

l e  r a t  Sherman, l e  1i:.:1xLmun1 d'anticorps eçk. 

que l e  r a t  es t  imnvn dGs 12 4èmc ~c.-;si~e (S .  
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col1 . , 1970a) . Chez Ie singe RhSsus , i. ' i r ~ s ~  

anticorps détectés (,F."ZIDDISOIU' e t  coi1 . , 1571 

. de distinguer 

mrale, inté- 

ulation san- 

Lulaire , intéres- 

5 contre l a  

?cteurs que 

:ont appel à 

i-ces, e t  enfin, 

<. 

révélés par 

+se, immune- 

Cependant 

t e  e s t  adulte 

c'est-à-dire 

, afection . Chez 

fitaines, alors 

MRDDISON e t  

,.;- corrèle pas les 



Jusqu'à ces tout  derniers mois ,  l a  plupart des expériences de 

transfert  passif de sérum d'animaux imnuns à des animaux sains s 'étaient  

traduites par des échecs : aucune protection n ' é t a i t  transférée. 

A u t r m t  d i t ,  l e s  anticorps présents dans ces sérums à ce mo- 

m n t  du cycle parasitaire ne protègent pas l e  receveur contre des larves 

infestantes. 

Enfin, une imrninosuppression des cellules productrices d'anti- 

corps, réalisable par irradiation aux rayons X e t  par splénectomie, 

n'entraîne pas de diminution de l a  protection chez l e  singe Rhésus (BRUCE 
50 

et co l l . ,  1966) . 
Ces divers éléments semblaient peu encourageants p u r  déceler 

ou identif ier  dans l e  sérum, l 'existence d'anticorps protecteurs. 

Entre 1966 e t  1970, un pas décisif fu t  franchi lorsqu'il  devint 

possible de t ravai l ler  avec de toutes jeunes larves de schistoçornes, dès 

leur transformation de œrcaires  en schistosomules par l e  passage trans- 

cutané réalisé i n  vi t ro  selon l a  technique de CLEGG e t  WTTHERS (19708ét 

197282aclaptée de cel le  de STIREE7ALT e t  coll .  (19661~6' 

Dans ce systère i n  vi t ro ,  CLEGG e t  SMITHERS (19708&t 1972r  

montrent qu'au bout de 4 jours de culture en présence d'un sérum de singe 

Rhésus hprimnunisé F r  plusieurs infestations cercariennes, 95 à 100 % 

des schistosonniles sont détruits .  De leur côté, CAPRON e t  coll .  (1972t6 
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1973% 1974) démntrent une act iv i té  16tI:ale t r è s  marquée de 74 % des 

sérums de malades a t te in t s  de bilharziose. Ce m&e facteur e s t  retrouvé 

chez l e  r a t  e t  le lapin infestés. Dans unsys the  voisin, MüRRELI, e t  CLAY 

(1972fZ5 observent également une action cytotoxique de s é m  de r a t s ,  de 

lapins et  de singes infestés nar S. mansoni sur des schistosomules. 
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C m  et  S - m R S  chez l e  singe Rhésus, CAPRIN et  coll .  chez 

l ' - h m ,  l e  rat et  le lapin, ont identif ié ce facteur lé thal  c o r n  une 

hunoqlobuline G, dont l 'act ion nécessite l a  présence de corr@lé?nent. 



Son action est spécifique d'espèce, puisque les sérums d'animaux 

infestés par S. japonicum ou S. haematobium, n'ont pas d'effet sur les 

çchistoscmules de S. mansoni (CAPmN et coll., 1973f7et que les sérums 

des malades à S. haermtobim' (schistosaniase urinaire) sont sans effet 
68 

sur les forrraes inmatures de S. mansoni (CAPRON et coll., 1974). 

Cet anticorps léthal est spécifique de stade : en effet, les 

schistosormiles récupérés au niveau du p m n  chez un hamster, sept jours 

après infestation, ou chez une souris, après quatre jours d'évolution, sont 

insensibles à ce facteur, de même que des schistosomules cultivés cinq 

jours et plus en présence de sérum de singe normal. Tous les auteurs sont 

d'accord pur considérer que l'anticorps léthal n'est actif que sur la 

forme hnature du parasite, dans les quatre jours qui suivent la pénétra- 

tion transcutanée. Cette insensibilité, acquise en quelques jours, pro- 

viendrait de l'apparition chez les vers d'un certain nohre d'antigènes 
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identiques à ceux de l'hôte vertébré ( D A W ,  1964 - 1967"; CAPFON et 
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coll., 1965 - 1968), leur conferant une sorte d'adaptation qui les protg- 
gerait contre les réactions inanunes de l'hôte. Ce sont les schistosomes 

eux-nCms qui synthétisent des protéines semblables à celles de l'hôte : 

des schistosames prélevés chez le hamster et cultivés in vitro avec des 

acides aminés marqués, synthétisent des protéines dont le mrquage mntre 

qu'elles ont des déterminants c o m s  avec des protéines sériques et 

hépatiques du hamster (BOW et coll., 1974ff 

Il a été possible d'induire la synthèse de cet anticorps léthal 

par immunisation du lapin et du rat avec de l'antigène total de S. msoni 

(il s'agit essentiellement des fractions rmnèranaires du parasite adulte). 

k s  sérums obtenus sont très actifs sur les schistosomules (CAPRON et 
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coll., 1974f De ISE, ÇHER et coll. (1974) ont isolé de la fraction mem- 

branaire du schistosane un antigène ca~able d'induire la fomtion de cet 

anticorps cytotoxique chez le rat et d'adsorber cet anticorps dans les 

sérums le contenant. En revanche, les animaux ainsi hunisés n'acquièrent 

aucune protection contre une nouvelle infection. 

k s  d m g e s  provoqués F r  l'anticorps léthal ont été visualisés 

en microscopie électronique. Il provoque une désorganisation totale du 

tégument des schistosomules. 



Le taux maximum d 'act iv i té  lytique chez l e  r a t  correspond assez 

précisénent à l a  Période où c e t  animal e s t  irnmin à la réinfection, c'est- 

à-dire entre l e  30&w e t  le 90èm jour. Chez le lapin, dès le 45& jour 

après l ' infestat ion,  il est décelable à un taux qui d é p d  du nab re  de 

cercaires infestantes. Des @riences de transfert  passif de s é m  de 

rats infestés à des r a t s  sains ont donné une protection maximum de 83 % 
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avec des sérums d'animaux infestés depuis 100 jours (Pbnique CAPRON, 1974), 

et  des résultats  posi t i fs  de transfert  d'imrninité acquise par l e  sérum, 

également chez l e  r a t ,  sont rapportés par SMITHERS (c i té  dans PEREZ, 19741305 

et tout récenm-ent par PMLLPS e t  coll .  ( 1975Pb i  obtiennent une t r è s  

forte protection chez des r a t s  recevant en intraveineuse un maximan de 

2 m l  de sérum de r a t s  infestés depuis 40 à 45 jours. Les immunoglobulines 

porteuses de ce t  effetprotecteursontlocalisésdanslafraction Iq-G.Cependant, 
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Alan ÇHER (1974) ne constate aucune protection chez les animaux vaccinés 

avec l'antigène schistosomien inducteur de for t s  taux d'anticorps lé thal  : 

Hilda PEREZ e t  coll.  ( 1 9 7 4 f 0 ~ ~ q u e n t  que si l a  résistance à l a  réinfec- 

tion apparait à FU -ès au me nxxtient que l ' ac t iv i té  léthale du sérum, 

des taux hauterrent toxiques d'anticorps persistent chez des animaux qui 

ont perdu leur inmunité à l a  rsinfection. 

Alan SHER &-et une sér ie  d'hypthèse pour expliquer cet te  dis- 

cordance entre l es  effe ts  i n  v i t ro  e t  in  v i n  de l 'anticorps léthal  : 

1) l ' e f f e t  observé in  v i t ro  e s t  un artefact  : so i t  qu'in vivo les  schis- 

tosomules sontmoins f r a r~ i l e s  qu'in vi tro,  so i t  qu ' i l s  sont t rès  rapi- 

dement protégés de ce t te  action par des antigènes d'hôte (pour l 'équipe 

de SMITHEFS, l es  antigènes d'hôte ne sont pas d'origine parasitaire mais 

passivement adsorbés nar l e  ver) . 
l a  protection immune i n  vivo est médiée par un anticorps de mSme seci- 

f i c i t é  antigénique que l ' a n t i c o ~ s  cytotoxique, m a i s  appartenant à une 

autre classe d ' ~ o g l o b u 1 i n e  (l 'auteur évque l a  possibilité d 'anti-  

corps cytophiles ou homocytotropes). Cet anticorps agira i t  dans les 

t issus  à un niveau inaccessible à l 'anticorps léthal  détecté dans le 

sérum. 



3) l'anticorps léthal doit coogrer avec un ou plusieurs constituants de 

la répnse irrniunitaire. Ces éléments pourraient être humoraux ou cellu- 

laires. SHER penche pur des composants humoraux, étant donné les récents 

résultats positifs de transfert de sérum par SMITHERS (1974f05 
1 

En liaison avec ce problème de l'anticorps léthal, CAPRON et 
68 

coll. (1974) ont obtenu des anticorps toxiques in vitro pour le ver adulte 

par hyperittununisation de la~ins avec de l'antigène soluble de S. mansoni 

adulte : 67 à 100 % des vers de 30 jours mis en culture avec de tels sénims 

meurent entre 4 et10 jours. Enrevanche, cessérumsi~etémignentd'aucuneacti- 

vité léthale significative pour les larves inmatures, 

Conane pour l'anticorps léthal, cette activité est portée par la 

fraction IgG des irrnnunoglobulines fractionnées sur Sephadex G 200, et 

nécessite la présence du corrplht. Mais contrairement à l'effet de des- 

truction du tégument observé en microscopie électronique'chez les schis- 

toçomules par l'anticorps léthal, la structure du té-nt apparait ici 

bien conservée chez le ver adulte lésé. En revanche, les lésions cytoplas- 

miques sont très imprtantes : le cyto~lasme est vacuolisé,r~li de vési- 

cules, de débris de fibres musculaires et de grandes inclusions denses 

aux électrons. 

Ce type d'antico~s n'est p s  observé dans le sérum des animaux 

infestés naturellement ou expérimentalemt. L'hypthèse formulée est que 

ces mlécules seraient suscitées par des antigènes du schistoçome adulte 

normalement inaccessibles à l'hôte dans l'infection naturelle. 

Les imnunoglobulines G, identifiées dans la schistosomiase et 

porteuses d'une activité cytotoxique in vitro poür le parasite, jouent 

eut-être un rôle dans l'immunité vis-à-vis de la réinfection, mais ce 

pint demande des investigations su~?plémentaires. L'intervention des anti- 

corps réaginiques dans les mécanismes de résistance à la réinfection semble, 

en revanche, mieux établie. 

Chez l'hme, les trois espèces de schistosomes (S. mansoni, 

S. jaqnim et S. haematobim) sont responsables de phénomènes al-lergi- 

ques : après une première infestation, la pénétration eercarienne peut 

provoquer de llurticai.re, de l'asthme, un o e d h  sous-cutané, une leuco- 

cytose et de l'éosinophilie. Un mis après l'infection, à une date corres- 



pndant au début de la pnte par les vers devenus adultes, on constate 

anorexie, céphalées et srte de poids. Il s'agit dans les deux cas de 

manifestations d'hypersensibilité inmnédiate dont le mécanism est à sup- 

port sérique, déclenché par le contact du parasite avec les formations 

lptpholdes des muqueuses intestinales ou respiratoires de l'hôte (SADUN, 

Les anticorps principalement responsables de ces phénomènes 

d'anaphylaxie, sont les immunoglobulines de type E (IcjE) appelées réagines 

avant leur identification en 1966 par ISHIZA&.*~C~ sont des anticorps 

thermosensibles (détruits F r  chauffage 3 heures à 56OC), réduits 

par le mercaptoéthanol, de mobilite électrophorétique plus rapide que 

les IgG, et ne fixant pas le coqlément. lkur  poids moléculaire est de 

190 000 et leur constance de sédimentation 8,2 S. 

Ces irranunoglobulines ont la gopriété de se fixer fortement aux 

mranes cellulaires d'un animal de la M e  espèce (anticorps homocyto- 

tropes) s r  leur fragment Fc, et peuvent persister longtemps liées aux 

tissus : jusqu'à 14 jours chez l ' h m .  

kur localisation principale se situe sur les basophiles du 

sang et sur les mastccytes, cellules du tissu conjonctif de la peau, du 

mésentère et des bronches. Ces cellules sont riches en médiateurs solu- 

bles pharmacologiquement actifs (STANI..JOKTH, 1973 11 principal-nt 1 'hista- 

mine, mais égalenent sérotonine, kinines, héparine,"slow reactive subs- 

tance", enzyms lysosamiales et facteur chémtacticpe pour les éosinophiles 

identifié p r  KAY et coll. (1971)'P5 

La rencontre d'un antigène avec ses IgE saécifiques fixées à la 

surface des mastocytes, provoque une dégranulation des cellules p r  l'in- 

termédiaire d'une cascade de réactions enzymatiques. Le processus aboutit 

à la libératicn dans le milieu extracellulaire des m6diateurs chimiques iie 

l'anaphylaxie dont les effets sont spectaculaires sur l'organisme : vasadi- 

latation, céphalées, troubles digestifs, asthne, érythème, toutes les mani- 

festations observées dans les réactions allergiques des bilharziens. 



Or, l'une des caractéristiques de la réponse hwrale dans la 

plu= des infections parasitaires est la production de fortes quantités 
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d'hnunoglobulines de type E (OSILVIE, 1964y1967 ; OîILVIE et coll., 1966 ; 

HûGAFWH-SCOTT et coll . , 196917: CAPPUCCINELLI et ml1 . . 1971~~; KaJIMA et 

coll.. 1972~': WïLKINS et BWIJN. 197341;0 PA'IToRSOPJ et coll., 197330f DESSATNT, 
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1974 ; DESSAINII et coll., 1975). SADUN (1972) a constaté que les animaux 

naturellement résistants dévelopyt un taux élevé dlIgE, alors que les 

animaux susceptibles ne semblent pas en synthétiser beaucoup. 

- Rôle - - - - -  de - llgnap&laxie - - -  
IR rôle des IgE ans l'hnunité protectrice a récement été revu 

par  CAP^ et DESSAINT (1975). 

Parmi les divers parasites, le rôle protecteur des IyE a été 

principalement analysé chez le rat infectépar le némtcde Nippstrongylus 

brasiliensis et par Schistosoma mansoni, et chez le cobaye infecté par 

Trichinella spiralis. 

Les plus récentes recherches sur cette immunité protectrice liée 

aux IgE se sont surtout attachées à la phase du rejet des vers adultes 

par l'hôte infecté. L'expulsion spntanée d'Haemnchus contortus chez le 
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mouton (m, 1955), de Trichostronqylus retortaefonnis chez le lapin 

(XICHEL, 19527:t Nippstronqylus brasiliensis chez le rat, modèle qui 
29 7 

reste le plus étudié (OSILVIE et LX)VE, 1974). est accélérée par un choc 

anaphylactique hétérologue, l'expulsion semblant être déclenchée F r  les 

réactions d'hyprsensibilité médiate au niveau de la muqueuse intesti- 

nale. La multiplication des vers est en tout cas empêchée (TJRQUIJ,9,RYI' et 
39 2 

coll., 1965). La production dlIgE anti-ovalbumine permet de déclencher 

une réaction anaphylactique vis-à-vis de cette protéine qui accélère le 

rejet des vers chez des rats ~ssivemnt infestés par transfert de vers 
24 

et de sérm de rats imnms (=TH et coll., 1966). b s  IgE apparaissent 
39 

dans le sérum peu après le rejet des vcrs. BLOCH (1967) r m q u e  que les 

substances vaso-actives, libérées par le mastocyte activé par la forma- 

tion des inanunromplexes IgE-allergènes à sa surface, faciliteraient 1'Sli- 

mination de bactéries, par l'aucprientation locale de la perni6abilité vas- 

culaire qu'elles induisent. L'héparine libérée est susceptible d'inhiber 

l'action pathogène des métaholites bactériens, de certains virus et de 

venins. 
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I;e rejet des vers s'accompagne d'une augnientation de la division 

et du nombre des mastocytes intestinaux, d'une augnentation de 1.a pedabi- , 

lité de la muqueuse aux grosses molécules (-Y et col1 . , 1971af7et d'un 
taux d'histamine et de sérotonine plus élevé (MILIER et JARREZT, 1 9 7 E  

Mm_QAY et coll., 1971bf12 Ies anti-histmiiniques ou les inhibiteurs de la 
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sérotonine diminuent le rejet ( I m Y  et coll., 1971~). Les phénmènes 

d'anaphylaxie locale pemttent donc, par des modifications de perméabili- 

té des tissus, l'accumulation des anticorps anti-parasitaires (MURRAY, 
1972). 

Ce fait implique que le rôle premier dans le rejet serait joué 

par des iimunoglobulines (1g-Gl selon JONES et mll., 1970jet par des 

lymphocytes (OGILVIE et LOVE, 1974f~711expulsion par anaphylaxie locale 

S'effectuant sur des vers déjà lésés (JONES et OGILVIE, 1971)'? 

11 semble par ailleurs que les irmnuilcomplexes IgE-allergènes 
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prwoquent un afflux d'éosinophiles (ZOLQV et LEVINE, 1969) en r>articu- 

lier dans les intestins au moment du rejet des vers. Les éosinophiles 

deviennent capables de ~haqocyter ces imnuncomplexes ,et libèrent des 

substances antagonistes des amines vasoactives relarcjuées par les masto- 

cytes. Les éosinophiles ont, de ce fait, un rôle régulateur des réactions 

anaphylactiques locales (HUBSCHER, 1975fO 

Tout en restant prudent dans la généralisation d'un r&cmism 

noté -mur un couple hôte-parasite, il est tentant de pnser que les 
effets tissulaires des réactions anaphylactiques qui viennent d'être 

rapportées pur la phase du rejet des vers, pourraient intervenir dans 

l'imnunité vis-à-vis des larves de réinfection où amrait une coopéra- 

tion entre diverses cellules et plusieurs classes d'imnunoglobulines com- 

me nous allons l'exposer maintenant. 

B) CooCoop5ration hmrale et cellulaire -- 

In vitro, diverses cellules se révèlent actives vis-à-vis de 

lames de schistoson?es ; il est toutefois difficile de préciser le rôle 

exact de chacune d'elles in vivo. De plus, il apparait que ces cellules 

agissent en coopération ou en association avec diverses classes d'imuno- 

globulines (Tableau 1) . 



( 
( Mécanismes :classes d1Ig:Compl&znt: Hôtes Références 1 
(-----------------------------------: ----------: -----: 
( ) 

I 

1 
( Serotoxicité \ 
\ 

( Anticorps cytotoxique 
( 

( motoxicité cellulaire 
( dépendant d ' ariticorps 
/ 

( Anticorps + neutrophiles : IgG : CS. Rat 
( 
( 

. 
Anticorps + neutro~hiles : c+ Cobaye 

( 

I I DEAN e t  coll., 1975'04 1 

( Anticoqs + éosinophiles : IgGl : C- : B ü T i ' E i i W O ~  e t  coll. , 1974: 
( 

:-, baipuin, souris: et , 1975249 
(Anticorps thenialabiles + macrophages : I ~ E  Rat : C- : CAPRON e t  coll. , 1975 7' ) 
( 
(Anticorps thermstables + macrophages : IgGl (?) : C- Rat 305 b ~ s  

1 

( 
: P E R E Z ,  1975 

1 

Tableau 1 : Mécanismes effecteurs in vitro. 
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1) Neutrophiles : DEAN et coll. (1974) ont observé que les neutrophiles 

de rat détruisent les schistosomules in vitro par contact direct et proba- 

b l m t  action enzymatique. Des IgG sont impliquées dans l'attachement des 

cellules aux vers et le axplémt semble jouer un rôle dans ce processus. 

2) DEAN et coll . (1975i04: Un second mécani- dépendant dtIgG2 et de cqlé- 

ment est présenté chez le cobaye 'où des leucocytes neutrophiles prélevés 

chez des animaux sains sont capables de tuer des schistoçomules entre 

20 et 44 heures. Ces cellules semblent également agir par un intense relar- 

gage d'enzymes lysoscsniales. 

3) Eosino~hiles -ii-iL-ii-- : Id mrt des schistosomules sans intervention du coqlé- 

ment par des éosinophiles associés à des IgGl a été obtenue par B U l ' T E m m  
5 6 

et coll. (1974%t 1975) . Des éosinophiles normaux incubés dans du sérum 
de patients irrarmnç inactivé par chauffaqe, détruisent les schistosomules. 

Ce même mécanisme a été démntré avec des cellules et du sérum de babouin 

et de souris. Un sénrn anti-éosinophile fait disparaître la cytotoxicité 

du système in vitro, et abolit l'imunité à la réinfection chez la souris 

in vivo Ré AHM MOUD et' coïï. 1975fq9 

Il est possible que le chemtactisme des irmnunconplexes à IgE 

pour les éosinophiles noté dans l'anaphylaxie au niveau de 1.a muqueuse 

intestinale puisse également se produire au site de réinfection, et que 

l'afflux de ces cellules au point de pénétration des jeunes larves faci- 

lite leur destruction rapide. 

Zosinophiles et neutrophiles .d'animaux sains apparaissent donc 

c m  des cellules effectrices de la ré-nse Umune à condition d'agir en 

association avec certaines ~unqlobu~ines et fractions sériques d'animaux 

irrununs. 

4) Macro~haqes ----- : Les mcrophages, enfin, ont été im~liqués dans deux méca- 

n i a s  de cytotoxicité. 

a) Les cellules d'un cxudat eritonéal de rat sain préincubées 

4 heures à 4OC avec un sérum de rat immun inactivé rxr chauffage, puis 

lavées, présentent une forte adhérence aux schistosomules qu'elles endom- 

magent en une vingtaine d'heures. Les imnmoglobulines en cause sont 
305 b ~ s  

des anticorps cytophiles I g G l  ( P E E Z ,  1975) .  
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Il est  intéressant de noter qu'une étude de TIWlRD (1969) d h n t r e  

que l e s  neutrophiles ne fixent pas les  anticorps cytophiles de classe IgG 

chez l a  souris, mais phagocytent activement les  globules rouges de muton 
1 

recouverts d'opsonines. Cette incapacité de fixer les anticorps cytophiles 

e s t  égalemnt partagée par les éosinophiles, les  lymphocytes e t  les masto- 

cytes. En revanche, dans des tes t s  identiques, les  macrophages fixent ces 

l anticorps cytophiles IgG (labiles in vitro à 37OC) e t  phagozytent mieux les 

globules o~sonisés. 

b) Le deuxième mécanism effecteur décrit avec des macrophages 

f a i t  intervenir les IgE. 

h 1969, S M ï m  e t  ~ ~ R R ~ ~ z v a i e n t  observé quelques cas de trans- 

f e r t  passif de résistance chez l e  r a t  par du sérum. Ils avancèrent l ' h y p -  

thèse que l e  rôle protecteur constaté pourrait ê t re  attribué aux anticorps 

réaginiques. 

CAPRON e t  coll .  (1975 a7%t b>" ont récemnont découvert in v i t ro  

un mécanisme cytotoxique p u r  l e s  schistosanules, où iriterviennent l e s  19:. 

BI effet ,  lorsqu'ils sont incubés dans du sérum de ra t  Fisher imun vis-à- 

vis de S .  m s o n i ,  les  mcrophages péritonéaux de rats  normaux sqngéniques 

aapièrent  l a  capacité d'adhérer très fortenient aux schistosomules de cet te  

espèce, les enrobant ccanplè tmt  en 3 à 4 h a r e s .  La m r t a l i t é  des schisto- 

m l e s  ainsi agressés es t  de 70 % après 20 heures de contact (WmN , 1974f9 

Le sérum des rats  infestés contient un facteur cy-tophile qui se fixe sur les  

macrophaqes nonnaux, les  rendant capables de réagir spécifiquextent avec 

l'antigène représenté par l e  schisto.;omule. L'enrobement ne semble pas su@-. 

rieur si  l'an remplace les  macrophages d'animaux sains p r  des macrophages 

provenant d ' anint3ux jmnuns. 

Le facteur cytophile impliqué dans ce phénomène e s t  1 ' I g ~ .  

En effet  : 

- 1) il e s t  thermlabile, son activité disparaissant par chauffage à 56O~ 

pendant 3 heures ; 



- 2) il est  cryorésistant, puisque l e s  sérums congelés à - 20°C conservent 

l a  plus grande partie de leur activité ; 

- 3) il es t  détruit  par l e  mercaptoéthanol ; 

- 4) il ne dépend pas du complément ; 

- 5) mais surtout, une imunoadsorption des sérums p r  des anticorps spéci- 

fiques de l a  chaine lourde epsilon des inmunoglobulines entraîne l a  

disparition àe l 'act ivi té  qrtotrope. 

De plus, les  macrophages incubés dans un sérum à activité cyto- 

phile forment des rosettes avec des hématies pr teuses  d'anti-IgE, e t  l ' u t i -  

lisation d'anti-IgE marquées à l a  fluorescéine a montré que l e s  macrophages 

ainsi incubés, e t  eux seuls, sont fluorescents. 

Les anticorps cytotropes impliqués dans ce mécanisme sont donc 

des IgE. Ces imnunoglobulines E sont spécifiques, non seulemont du para- 

s i t e ,  mais de son espèce : en effet ,  l es  sérums d'animaux infestés avec 

S. haematobiumne rendent pas les  macrophages nomux cytotoxiques vis-à-vis 

des schis tosmles de S .  mançoni. 

L'absorption des s é m s  de ra ts  imnuns à S c h i s t o m  mansoni 

par des quantités croissantes d'un sérum de lapin anti-S. mansoni entraîne 

une diminution progressive de l'adhérence des macrophages. D e  &, l e  pas- 

sage de ces sé- de r a t  sur un inmunoadsorbant solide réalisé avec les  

IgG anti-S. mansoni mntre une décroissance hautenrnt significative de 

l'enrobement des schistosanules par les  macrophages (CAPBiN e t  rol l . ,  1975)': 

Il semble donc que ce sont les imnuncanplexes à IgE présents 

dans l e  sérum des rats  imwns qui sont impliqués dans l'adhérence des ma- 

crophages aux schistoçomules. Les mênrs auteurs ont nontré, par un marquage 

à l ' iode 125 d'anticorps spécifiques des IgE de ra t ,  qu'au moins deux anti- 

gènes circulants ont été identifiés dans les  sémm de rats infestés ; ces 

deux antigènes sont probablmnt impliqués dans l a  production d'IgE e t  d'im- 

mcomplexes à IgE. 



Ehfin, des augn-entations significatives du taux en IgE  ont 

été obtenues par inrmunisation de rats sains avec du sérum de rats in- 

fectés depuis 7 semaines, probablenent p r  l'administration à ces ani- 

maux des immuncomplexes à IgF présents dans les sérum (CAPRûN et coll., 

1975)': 

ïnmunoglobulines E et anticorps cytotoxiques apparaissent au 

r&m m e n t  dans le cycle parasitaire, c'est-à-dire vers le 30ème 

jour de l'infestation, inmédiatement a~rès le rejet des vers. k u r  courbe 

suit une évolution parallèle entre le 45ème et le 90ème jour, l'activité 

cytophile persistant plus longtemps que l'activité léthale. 

L'établissement de l'imn~unité à la réinfection chez le rat 

Fisher s'effectue entre la 5 h  et la 6ème semaine et atteint un niaxirmrm 

aux environs de la 9ème semaine à un mment où les macro?hages puvent 

être sensibilisés par les antices réaginiques et où l'anticorps léthal 

est à son taux d'activité optimal. 

L'attaque rnédiée par anticorps peut donc être considérée corn 

la ~remière étape danç la ré~nse immune de la schistosgniase. 

Si l'efficacité des m5caniçnies in vitro qui  viennent d'être 

décrits n'est pas encore prouvée in vivo, il aparaît néannioins que 

l'activité cytotoxique de ces cellules résulte de la coopération ou de 

l'association d'anticorps et de cellules normales non sensibilisées. 

On peut toutefois se d m d e r  s'il n'existe pas une intervention 

directe des cellules inrmunocamp5tentes dans l'inimunité à la réinfection. 

Que connaissons-nous de la rG_ponse inariunitaire à médiation cellulaire ? 

C - Imnunité à mgdiation cellulaire 

La réinfestation s'accmpagne de manifestations cliniqyes que 

l'on attribue à des mécanismes cellulaires du systèm irmnunitaire, dis- 

tincts des réactions notées rx>ur l'hypersensibilité Mdiate (anticorps 

réaghiques) ou de typ Arthus (anticorps précipitants) . 
Au niveau de la peau, on assiste à une infiltration inflammatoire, 

à une dermatite ~rsistante, à un aff 1u.x de leucocytes plymorphoni.~cléaires 

dans l'épiderme, à une hyperkératose et à une réaction eczémateuse. Ces 

réactions sont plus importantes chez les animaux résistants que chez les 

animaux normaux. 



Les ganglions lymphatiques axillaires et inguinaux subissent 

une hypxplasieréticulaire. 

Au niveau des F w n s  chez les aninaaux huns, la réaction 

inflammatoire est très imprtante autour des schistomules : gonflement 

endothélial, amas intravasculaires de leucocytes, oedème péricapillaire. 

Une grande partie des schistosomules ayant survécu à la migration depuis 

le point de pénétration dans l'organisme est détruite au niveau dzs 

pourrions. 

Autour des oeufs se développe une intense réaction cellulaire : 

le granulome périovulaire. Cette répnse est déclenchée p r  les anti- 
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gènes d'oeufs (WARREN et coll., 1967). L'hypersensibilité est transfé- 

rable à un receveur sain par les cellules spléniques de l'hôte sensible, 

non son sérum. 

Il est possible d'inhiber la formation de ces granuloms par 

irrnninosuppression chimique, par thymectomie et par l'injection de sérum 
110 

anti-lphocytaire hétéroloque (DOî4INGû et coll., 1967 ; COMlNGû et 

WNIREN, 1967": i968j7f 

Le granulome qui se f o m  autour des oeufs est le facteur aggra- 

vant principal de la bilharziose humaine. Ces foyers inflmtoires désor- 

ganisent le foie et la rate, entraînant l'hépato et la s~lénomégalie 

typiques de la f o m  hépatosplénique de la schistoscxniase à S. mansoni. 

La sensibilisation de la ppulation lymphqtaire de l'hôte 

parasité est donc res-nsable de l'aggravation de la malaüie. Cependant, 

de nSm que l'on a vu les réactions allergiques, avec leur cortZqe de 

manifestations cliniques néfastes, être cmpnsées par le rôle favorable 

des réagines à l'encontre des larves de réinfestation, n'est-il las 

possible de découvrir im aspect positif à ces réactions de l'immunité 

cellulaire ? 

Les lymphocytes de rats Fisher infestés depuis 20 jours, cultiv6s 

en présence d'antigène total de S. mansoni, libèrent un facteur cytotoxique, -- 
une lynphotoxi~ie, qui nasse en solution dans le milieu de culture. En effet , 
le surnageant acellulaire de telles cultures détruit les schistoçomles 

en quatre jours, en absence de q l é m n t  (CAPFON-DUPONT, 1 9 7 4 c  L'action 

de cette lymphotoxine sur les schistcm~nules semble différente de celle 

observée avec l'anticorps léthal : les imges de microscopie électronique 

mntrent un tégum~t intact mais un cytoplasme fortement vacuolisé et 

ballonisé. 



I C m  dans l e  cas du t ransfer t  passif du sérum, les essais  de 

t r ans fe r t  de cel lules  inmunes réa l i sés  jusqu'à ces derniers mis, s ' é t a i en t  

soldés par des échecs : chez la souris (!AUNIER et  col l . ,  1967You chez 
24 7 

le r a t  (-NADDISON et co l l . ,  1970b) aucune protection n ' é t a i t  transmise par 

ce myen aux receveurs de cel lules .  Un succès vient  d ' ë t r e  obtenu par 

PHILLIPS e t  c o l l  . ( 19 75 fo:vec les lym~hocytes thymo-dépendants splénicpes 

et d'exudats péritonéaux de r a t s  imnunisés depuis 20 à 30 jours. 

Notons toutefois que l 'élimination des ce l lu les  irrnmuiocm@tentes, 

chez un sings Rhésus b u n , m r  du sérum anti-lymphocytaire, n 'entraîne 

aucune diminution de l a  protection acquise (MADDIÇON et c o l l  . , 19 7 1)'f8 

- Hypersensibilité retardée e t  immunité ce l lu la i re  

L 'hypxsensibi l i té  retardée (SR) est généralenent considérée came 

un t h i n  de l 'existence d'une irmrnuiité ce l lu la i re .  

- Chez-1s - - r a t  : - - 
Chez le r a t ,  l ' i n fes ta t ion  entraîne l 'appari t ion de phénomènes 

d'hypersensibili té retardée, objectivés par les t e s t s  i n  v i t r o  t e l s  qu'inhi- 

l bi t ion  d ' é t a l m t  des mcro~hages ,  transformation lymphoblastique, décela- 

bles  précoc-nt dès le 10ùne jour. Leur IMximcrm se s i tue  aux environs de 

l a  3Cme semine,  précédant de peu l e r e j c t d e  l a  majeure p r t i e  de l a  p p u -  

la t ion  paras i ta i re  qui se produit entre  le 21ème et le 36ème jour (CAPRON- 

DUPONT, 1974y4 Ces observations concordent: avec ce l l e s  de PIIILLIPS e t  c o l l .  
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(1975) qui ont obtenu une certaine résistance d'animaux sains 9 t r ans fe r t  

de  ce l lu les  provenant d'animaux infectés  depuis 3 à 4 semaines. Tous ces 

auteurs notent toutefois que vers  l a  5ème semaine, ces manifestations d'une 

immunité ce l lu la i re  semblent d ispara î t re  (tests cellulaires i n  v i t r o  néga- 

t i f s  et  t ransfer ts  ce l lu la i res  infructueux). 

Une t e l l e  s i tua t ion  a été observée dans diverses infections humai- 

nes où se ?rcduit une d ispar i t ion  brutale des t&mins de l'immunité cel lu-  

l a i r e  précédemwnt p o s i t i f .  Cet évènement, souvent n m é  "désensibilisation" 

s e r a i t  provoquS par un relargacfe antiggnique excessif. 



Les tubercuieux et certains lépreux, deux cas où sont impliquées 

les Mycobactéries, présentent des variations cycliques de leurs tests cuta- 

nés avec une disparition simultanée au niveau du sang des lymphocytes sensi- 

bilisés détectables par la transformation lymphoblastique (MYRWG et coll., 

1973f6 

On en trouve un autre exqle dans la leishmaniose, à la fois 

chez l ' h m  et chez le cobaye infecté expérimentalement par Leishmania 

enriettii. La phase évolutive de la maladie scmble correspondre avec une 

disparition temporaire à la fois des tests cutanés positifs et des lympho- 

cytes sensibilisés circulants (BRYCESON et coll., 1974f 

COLLINS et b5ACKANESS (1970)~~avaient montré qu'une forte dose 

intraveineuse de BCG chez la souris n'induit pas de réactivité cutanée 

à la tubercul-ine, mais conduit à l'apparition dans la rate d'une ppulri- 

tion cellulaire capable de conférer cette réactivité à la tuberculine chez 

un receveur sain. 

Récernnint, ROOX (1975Ya mntré que des souris infectée par 

Mycobacteriim ulcerans dévelopnt une inmunité cellulaire temporaire 

qui disparaît au fur et à mesure où la charge bactérienne augrente, 

jusqu'à la mrt des animaux. Les cellules ga~glionnaires des aninaux Pro- 

ches de l'évolution fatale se transfonwnt spontanément in vitro, la -- 
tufxrculine inhibant cette transformation spontanée. Enfin, les mimaux 

ne présentent p s  d'hypersensibilité cutanée. 

Ces divers exemples ont rn point comun : la surcharge du qs- 

tèm hnunitaire en antigènes. Or chez le rat, le ph6nomt;ne de l'élimina- 

tion spontanée des vers libère dans l'organisme de l'anhal, brutalement, 

une é n o m  quantité d'antigènes schistoçomiens. 

Toutefois, on ne peut éliminer la possYuilité d'une intervention 

de cellules suppressives, car cette négativation des t6.mins de l'imnunité 

cellulaire a été o b s d e  dans d'autres affections, dans le cas o.Ci il ne 

semble ~s y avoir d'innondation antiqénipe ( CEIGE3ON et coll., 1974''; 

rmmD, 1974f6 - 

Quel est le rôle de lrhunit6 cellulaire chez le rat ? Dans 

quelle mesure est-el-le res-nsable du rejet des vers observé dans le phé- 

n&ne de "self-a-e" ? On peut se le demander, puisque les traitmts im- 

mosuppresseurs (irradiation a u  rayons X I  drainage du canal thoracique, 

utilisation du sérum antilymphocytaire, traitmt 3 1'Imwran ou au Cyto- 

xan) qui abolissent l'immunité cellulaire, sont sans effet sur l'élimina- 

tion des vers observée chez cet animal. 



De plus, si le rejet des vers et l'atténuation des réactions 

caractéristiques de l'immunité cellulaire semblent correspondre au 

déclenchernuit d'une phase humorale, supi>prt de la résistance à la réin- 

fection qui apparart simultanémt, l'innnunité cellulaire n'est ~robable- 

ment pas abolie et pourrait lrticiper à nouveau aux défenses spécifiques 

de 1'0rgani~m-e contre les larves de réinfection dès que l'avalanche anti- 

génique provoquée par le rejet des vers serait absorbée et réduite au ni- 

veau des cellules phagocytaires, c m e  cela se produit pour les animaux 

recevant une trop forte dose de BCG. 

Dans ce cas, les mécanismes cellulaires, décrits plus haut, 

wurraient à nouveau intervenir et participer activement à l'irmnunité 

contre la réinfection. 

- Chez l'homme- - - - - - -  
Chez l'hom, on observe un parallélisrre étroit entre l'hypersen- 

sibilité retardée et le ncsnbre de vers hébergés par l'hôte. 60 % des 

bilharziens présentent des manifestations d'HSR : réactions intradermiques 
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et tests cellulaires in vitro positifs (VERaS et coll. , 1973 ; \4AEG.EN et 
6 1 

coll . , 1973 a0et b4O! CATXJS, 1974) . L'intensité de cette HSR semble la con- 
scguence directe de l'intensité de l'infestation, donc du stimulus antigé- 

nique. 

Toutefois, il est tmsçible de supprimer 1'HSR sans sun~rinizpr 

la résistance à une infection, ou inversement d'induire une HSR sans dGve- 

loppsr de protection. 

Chez le cobaye, la désensibilisation à la tuberculine est réali- 

sée sans perte de la protection antituberculeuse. Enfin, il est pssible 

de transférer passivement de l'hypersensibilité retardée à des receveurs 

sains par des cellules lymphoïdes, sans conférer d'imunité. 

Ces diverses mifestations de désensibilisation, phénomène qui 

&le lié à celui évoqué plus haut dans la "disprition" de l'irmnunité 

cellulaire chez le rat au moment de la "self cure", correspondent à une 

déflation des cellules immunocomp5tentes circulmtes, faisant suite 2 leur 

sétpestrati.on , induite F r  1 ' antiqène , au niveau des o:cymes lppholdes - 
(HALL et PQFUUS, l96j51 ZATZ et wCE, 1972'; BULIMX, 1974). 



La négativation des tests de l'immunité cellulaire, in vivo carrane 

in vitro, ne reflète finalement qu'une profonde modification de la distri- 

l bution des lymphoqtes dans l'organisme selon la situation irmnunologique, 

et ne signifie probablawn t '?as 1 ' abolition de 1 ' irmiuni té cellulaire en 
tant que telle. 

Il sable enfin, que l'intensité des réactions d'HSR soit inver- 

sement proprtionnelle au degré d'adaptation hôte-parasite. Les réactions 

visant à éliminer les vers purraient être atténuées chez les hôtes suscep- 

tibles par des anticorps bloquants ou une déviation immunitaire entraînant 

l'induction d'une tolérance. La combinaison de ces différents é l h t s  

permettrait à l'hôte de présenter un état de résistance plus ou rmins grand 

à l'infection, une faculté plus ou moins iqortante de rejeter les schisto- 

sonies adultes qu'il hékrge, et par voie de conséquence une irrsnunité h m -  

rale dont l'efficacité serait en rapport avec la stimulation antigénique 

ainsiinduite. L'irmunité à la réinfection serait alors proprtionnelle 

à l'ampleur de cette phase à caractère humoral. 

Il est, bien sûr ,  délicat d'extrapoler d'un système à l'autre, 

les connaissances acquises dans un cou~le hôte-parasite. La susceptibilité 

ou la résistance variable des hôtes vis-à-vis des divers -mrasites put 

entraka des s5quences différentes dans les processus inmunolgiques mis 

en oeuvre. Cependant, le schéma obsei~l~é chez le rat, d'une phase cellulaire 

pur le rejet des vers, suivie d'une phase humrale porteuse de l1inW.iité à 

la réinfection, constit~le un modèle extrêmement intéressant dont il anvient 

de rechercher une éventilelle corrélation avec ce qui se psçe chez l'être 

humain. 

Il ressort néanmoins de cet ensemble d'élémts que lli?nnunité 

cellulaire, en tant que telle, ne jom pas le rôle principal dans l'expres- 

sion de l'hnunité à la réinfection, mais qu'elle participe plutôt à son 

établissment. 



CONCLUS ION 

L'observation majeure réalisée dans l'étude des mécanismes de 

l'immunité à l a  réinfection par les schistosarries e s t  que cette défense 

s'exerce contre l a  forme larvaire h a t u r e  du p r a s i t e ,  dans les quatre 

jours qui suivent sa gnétration dans l'organisme. Au delà de cette période, 

l e  schistosmtule acquiert des antigènes d'hôte qui l e  mettent relativement 
i 

à l ' abr i  des défenses imnunitaires de l'organisme e t  p e m t t e n t  l a  longue 

survie des vers adultes chez les  hôtes susceptibles. 

Le second point qui mérite de retenir l 'attention es t  que l a  

cytotoxicité p u r  les schistosamules, au rmins in  vitro, résulte de l a  

coopération d'anticorps IgG ou IgE, e t  parfois du corrq?lohnt, avec diverses 

cellules, e t  que ces mscanimes fonctionnent parfaitemnt avec des cellules 

normales provaant d'animaux sains. 

L'ensemble des défenses actu.ellement connues, et dont il reste 

à prouver l 'efficacité in vivo, sont représentées p r  les mécaniçnies suivants : 

a) un anticorps cytotoxique (ou léthal) de l a  classe des IgG, d é ~ d a i t  du 

complément, e s t  directement actif sur l a  larve en 48 à 72 heures ; 

b) des leucoqtes plymrphonucléaires e t  des neutrophiles, associés à des 

IgG e t  du complerrient, présentent une cytotoxicité marquée à l'égards des 

schistosomules en 20 à 44 heures ; 

C) des éosinophiles, en collaboration avec des IgGl @sentes dans le sérum 

des animaux parasités, snns intervention du c ~ l ~ n t ,  sont act i fs  en 

une quinzaine d'heures ; 

d) des macrophages " m 5 s "  soi t  à 4OC -mr des anticoqs qtophiles IgG1, 

so i t  à 37OC par des anticorps réaginiques IgE, indépndament du coqlé-  

ment, ~lr6sentent une imprtante cytotoxicité contre les larves entre 

15 e t  24 heures ; 

e) enfin, une lyrqhotoxine produite par les  lymphocytes sensibilisés d'un 

animal immun lorsqu'ils entrent en contact avec des antigènes schisto- 

somiens es t  capable de détruire les  schistosomules en quatre jours. 

On v o i t  que l a  plupart des mécanismes font intervenir les  inmuno- 

globulines. Il e s t  tentant d'essayer de stimuler l a  production de ces anti- 

corps afin d'accroître l 'eff icaci té  des défenses des sujets s o h s  à une 

infection. 

Voyons cornent les  inununglobulines sont synth6tisées e t  c o m t  

élever leur taux. 





Les imnunosturiulants ou adjuvants de l'immunité (du latin 

"adjware : aider") sont des produits qui, employés en association avec 

des vaccins antigéniques s@cifiques, élèvent le niveau de l'irmnunité 

au dessus de celui auquel le vaccin injecté seul est capable de parvenir 
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(RWDN, 1926). Cette définition très générale est moins exclusive que 
2 7 0  

celle d~nnee par -MüNOZ (1964) qui définit un adjuvant corn une substance 

qui augmente la réponse en anticorps vis-à-vis d'un antigène lorqu'elle 

est injectée simultanénent ou dans un laps de temps ?roche de l'injection 

de l'antigène. Cette définition couwe toute substance qui augmente les 

réactions d'hypersensibilité directement liées aux anticmps ou supposées 

liées à la réponse anticorps. 

WHITE (1967f15accorde 1 'ap~llation d 'adjuvant aux substances 

qui, injectées avec un antigène : 

1) transfomient une substance apparemment non-antigénique en un antigène 

efficace ; 

2) au-tent le taux d'anticorps circulants ; 

3) entrainent un état dth_ersensibilité retardée oci l'augmente ; 

4 prduisent certains états pathogènes tels que thYkoïdite, a s p m  tcqGnSse, 

encép11alomyélite allergique, plyarthrite. 
1 9 1  

JOLLES et PARAF (1973) définissent m adjuvant ou substartce 

imnunostiniulante, tout produit qui agit : 

1) sur un haptène ou un antigene en augnimtant ses propriétés ou 

2) sur les cellules impliquées dans la réponse immunitaire (ceci comprenant 

la synthèse d'anti-corps, l'anaphylaxie, l'hypersensibilité retardee, 

les maladies allergiques et les réactions de greffe). 

Jusqu'à ces dernières années, la plupart des adjuvants ont été 

constitués par des cmrps bactériens entiers, morts ou vivants, dont les 

effets cwlexes s'exercent ~imultané~ment et indistinctenent sur l'immunité 

hwrale et sur l'inanunité cellulaire. Or, il apparait que, dans certains 

cas, il est préférable de stimuler l'une plutôt que l'autre réponse. Ainsi, 

pur obtenir l'irmunité anti-tirn~rale la plus efficace avec un rejet de 

tumeur maximum, il serait nécessaire d'obtenir une forte potentialisation 

de 1'Ynmunité tell-ulaire et une suppressiori de la réponse humorale. Inver- 

s m t ,  dans la chirurgie des greffes, il serait souhaitable de favoriser 

plutôt la synthsse d'anticorps facilitants ou blapants et de supprimer 



la réponse cellulaire. Dans une réponse hmrale, il peut être intéressant 

de favoriser la synthèse d'une classe d'imnunoglobulines plutôt que les 

autres : ainsi, dans l'immunité vis-à-vis de laschistosomiase, cherchons-nous 

à privilégier la production d'anticorps réaginiques(1g~) ou d'anticorps 

cytotoxiques (IgG) . 
Depuis une dizaine d'années, l'on s'est pnché sur le m e  d'action 

113 
des adjuvants, d'une part vis-à-vis des antigènes (DRESSER, 1961 ; SELA 

346 
et coll., 1962), d'autre part vis-à-vis des cellules immunoco~tentes 
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( N W L L ,  l960~~j UNANUE et coll . , 1969) . Parallèl-nt , 1 'on cherche à 

déterminer la nature chimique des substances capables de susciter plutôt 

une réponse hwrale ou de solliciter plutôt l'imunité cellulaire (WHITE 

et coll., 19584') IZïND et ROFFLER, 1961)2!' 

Avant d'analyser le mode d'action des adjuvants, voyons tout 

d'abord le mécanim n o m 1  de la ré-mnse immune. 

Si la synthèse d'anticorps est assurée par un seul t y p  de cellule, 

le processus qui aboutit au déclenchement de la production d'anticorps 

nécessite l'intervention et 1.a coo+ration de plusieurs cellules. P 

I A) Les cellules productrices d'anticoLrps - 

54 
Selon la théorie clonale (BmXT, 1953) sur l'origine des cellules 

productrices d'nilticorps, 11antig2ne déclenche, pami les cellules sensibles 

aux antigènes, la prolifération du clone cel-lulaire qui se trouve le plus 

adapté à ses déterminants antigéniqucs (théorie de la mutation somatique). 

La cellule sensible à l'antigène, dont le ~récurseur est originaire 

de la nxxlle osseuse, est un petit lymphocyte, le lymphocyte B (GWANS, 1965f. 

Spontanément tous les lymphocytes B synthétisent une petite quantité daimsrru- 
386b ls  

noglobulines (UWR et V~TEITA, 1972) . 
L'antigène se fixe sur les lynphocytes B au niveau de récepteurs 

sp5cifiques répartis à la surface des cellules. Ces récepteurs sont des 

ir?nnunoglobulines dont la spécificité anticorps correspnd à l'un des 



d é ~ t s  antigéniques de l'antigène ( M I E H ï S N ,  1967)':' La fixation de 

l'antigène à la surface des cellules B provoque la foxnation d'un réseau 

d'imunoglobuliries, aggrégées par l'antigène, une sorte de microprécipi- 

tation antighe-anticorps permise p r  l a  "flottaison" des molécules 

glycoprotéiniques d'hnuncglobulines dans la double couche lipidique. 

üne stimulation convenable des lymphocytes entraîne une augnien- 

tation de la t a i l l e  des cellules dont l e  diamètre atteint 15 p : ces cellu- 

les subissent la trans£omi;ltion blastique. 

Pour certains auteurs, l a  seule liaison de l'antigène sur le 

lymphocyte B constitue le signal suffisant pour le déclenchment de la  
262 b ~ s  

transformation lymphoblastique. A i n s i  MITCHISON (1968) estirrie que l'aggré- 

gation des récepteurs par l'antigène, de son propre f a i t  s 'il es t  thymindé- 

pendant, ou avec l 'aide des lymphocytes T ou des macrophages s'il est t&m- 

dépendant, aonduit à la stimulation de l a  synthèse des anticorps. COVTïNHû .. 9 1 
et luK)LLER (1974) adaptent i a  nGm position en précisant toutefois que les 

récepteurs de ce signal unique sont dist incts ,  quoiqu'adjacents, des récep- 

teurs ~ l o b u l i n i q u e s  aggrégés p r  les déterminants antigéniques de l a  

mlecule inductrice. 

J?our d'autres auteurs, l a  transformation blastique nécessite 

deux signaux. Le premier, fourni par l a  fixation de l'antigène, e s t  tolé- 
111 

rogène (DRESSER, 1970) , c 'est-à-dire qu ' i l  aboutit à l a  paralysie de la 

cellule e t  à l'absence de synthèse des anticorps correspondants, à m i n s  

qu'un second signal, activateur (l'antigène lui- s ' il  est thpindépen-  

dant, ou une cellule coopératrice si l'antigène e s t  thymodépendant) , n'en- 

traîne le lymphocyte B dans sa t rans fomt ion  et dans l a  synthèse d 'anti-  
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corps (BRFISCHER, 1 9 7 ~ ~ ' ;  COHN, 1975). Ce second signal peut égal-t ê t r e  

£ m i  par un adjuvant. Dans cet te  théorie, la rupture de tolérance par les 

adjuvants s'explique t r è s  bien. 

Les antigènes capables de provoquer seuls l a  prolifération et  

l a  maturation des lymphocytes B sont app lé s  thym-indépendants, p i s q u ' i l s  

se passent de l 'assistance des lymphocytes T. Ces antigènes sont en général 

des polymères de grande t a i l l e ,  possédant plusieurs copies du rWrie déter- 

minant antigénique sur leur rrolécule (le lévane, l e s  polysaccharides du 

pneumccque, le polyvin$l-pyrrolidone (PVP) , certains virus, la f lagell ine 

polymérisée. La répétition des déterminants sur l a  rraême molécule f a c i l i t e  

probablement la formation d'un réseau stable sur les récepteurs mmbranaires 



signai initiateur de la transformation lymphoblastique. Dans ce cas, cepen- 

dant, les antigènes synthétisés sont exclusivement de la classe IgM. LR 

PVP, toutefois, peut entraîner une synthèse d'IgG (Gi?E&VES et coll., 1974)':~ 

Aucune référence ne signale la production d'IqE par des antigènes thym- 

indépndants. 
ïes cellules convenablemmt stimulées se transfomt en plas- 

mDcytes excréteurs d'anticorps, par des mitoses accélérées qui les font 

passer -.tr les stades de grands lymphocytes et de plasmocytes imnatures. 

C'est probablement une mdification conformationnelle des ,-téines des 

récepteurs de surface quientrcûnel'activation ou l'inhibition de certaines 

enzymes (adényl ou quanyl-cyclase, phosphodiestérase), ayant pour consé- 

quence une modification du rapport intra-cellulaire des nucléotides cycli- 

ques (principalement AMPc et GMPc) aboutissant finalemnt au déclenchemat 

ùes mitoses (WTS(PI, 1975)<02 

Chi verra que d'autres molécules que l'antigène peuvent entraîner 
la transformation blastique : des anticorps anti-~oqlobulines de sur- 

382 face (=R et coll., 1971), divers mitogènes végétaux présentant des 

affinités ~ u r  certains résidus ~lucidiques, des endotoxines bactériennes, 

des substances sécrétées par les lymphocytes thymdé-perdants ... Il semble 
que toutes ces substances provoquent la même activation des lymphocytes B 

que celle obtenue avec la liaison de l'antigène. 

Le plasmocyte mûr survit quelques jours, au maxirmrm quelques 

semaines, sans division. Certains grands lymphocytes n'évoluent ~s en 

plasmocytes mais font retour par division à la f o m  petits lymphocytes, 

probablment à l'origine des cellules+~~,ires de l'immunité hwrale. 

Ces petits lymphoqtes circulants peuvent rester des années sans se diviser 

(GXANS et OHR, 196615: 1CïïU3!3 et mll., .1971)*.1' 

I Un lymphocyte ne sécrète qu'une seule spécificité anticorps à 

I la fois. La classe sécrétée change pndant la réponse imnune : 19% pendant 

l les 48 premières heures d'une stimulation antigénique, IgG ultériewement. 

l NOSAL et coll. (1971f9 k t  mis en évidence des cellules ayant des IgM en 

I surface et des IqG à l'intérieur. Il se ~roduit donc, dans certaines condi- 

tions, une mmutation dans la synthèse de 1'AIW mssager ,le "mitch" 

IgM-IgG, qui déclenche un changement dans la transcription de l'ADN des 

gènes IgM en faveur des gènes IgG, sous l'influence des lymphocytes thymo- 

1 d6pndants. Les deux Srpes d'irtnnunoqlobulines se oambinent au dét~ii- 



ûI a observé de r&m, des cellules contenant simultanén-mt des 
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IgG e t  des IgA (COOPER, 1971). RI revanche, l e s  IgE seraient produites 

par une classe particulière de lymphocytes B (KISHIPDK) e t  ISHIZAKA, 1972f!' 

Il y a une localisation préférentielle des cellules précurseurs 

3 travers l'organisme. Ainsi, les lymphocytes B qui donneront en majorité 

des I@, sont principalenmt localisés dans l e  tissu sous-épithslial des 

glardes exocrines e t  répondent aux antigènes qui entrent localement (inges- 

tion, inhalation) (CRABBE et coll. ,  1965ft Ch trouve les  IgA dans l e  lait ,  

le mucus respiratoire e t  intestinal, l a  salive, les  larms. Elles protè- 

gent les surfaces des muqueuses des invasions microbiennes. 

Les lymphocytes B synthétisant les IgE sont abondants dans les 

muqueuses des tractus respiratoires e t  gastro-intestinal, ainsi  que dans 

les ganglions qui les drainent (TADA et ISHIZAXA, 1970$? On trouve un 

taux important d'IgEdansles sécrétions exocrines de l a  sphère digestive 

et de l a  s ~ h è r e  respiratoire. 

Il existe probablemnt certains antigènes capables de s-ler 

un ou plusieurs clones cellulaires spécifiques de l a  synthèse des IgE 

(BFUISTOFF et coll. ,  1969f Ce p i n t  est capital dans l e  cas des infections 

parasitaires : quels sont les  allergènes porteurs de cette propristé ? 

ïe plus souvent, cependant, l e  lymphocyte B seul avec son antigène 

inducteur e s t  insuffisant pour déclencher l a  synthèse d'anticorps : il a 

besoin d'une coopération cellulaire. 

B) La coopération cellulaire 

Des souris privées de tout lymphocyte par thyn-ectomie e t  irradia- 

tion, ne proàiisent un taux o p t h  d'anticorps contre des globules rouges 

de muton que reconstituées avec les deux types de lymphocytes (B e t  Tl. 

Cette coopération devint évidente avec 1 'effet "carrier" (PIPPCHIÇON, 19 7 1 f6 : 
lorsqu'un animal e s t  vacciné, dans un ~remier teqs, avec un.haptène couplé 

à une protéine, l a  réinjection de l a  rrteme molécule, quelques senaines plus 

tard, entraîne une synthèse rapide e t  abondante d'anticorps contre l'haptène 

et contre l a  protéine. Mais si cette deuxième injection es t  réalisée en 



couplant l'haptène avec une autre protéine, l a  for te  augmentation de l a  

r épnse  secondaire n'a paslieu. Le mécanisme cellulaire nécessite la recon- 

naissance non s e u l e n t  de l'haptène, mais de son "porteur" ("carrier").  La 

cellule respnsable de l a  reconnaissance de l a  protéine porteuse est l e  

1-e T (thp-dépendant) . Ces cellules T remplissent une fonction 
264-  5 

d'assistance ("helper") , sur laquelle MIEHISON (1971) a émis 1 ' hy-thèse 

de l a  focalisation : la fixation simultanée d'un antigène sur un lympho- 

cyte B et sur un lymphocyte T t  créé des liaisons supplémentaires qui sta- 

bi l isent  l a  mlécule iranunogène sur l e s  récepteurs membranaires imnuno- 

globuliniques des lymphocytes B. Cette stabilisation est u t i l e  à l ' ant i -  

gène selon l a  théorie du signal unique, ou u t i l e  à l a  cel lule cm-pérante 

FQW fournir le secorid stimulus dans la théorie des deux-signaux. 

Des antigènes tels que l a  sérumaïbunine ou d'autres protéines 

Ci une seule chaine possèdent un déterminant-carrier et un déterminant 

hapténique ou analogue. Ce qui concorde avec l'observation que généralement 

les antigènes thymo-dépendant (c'est-à-dire nécessitant l 'assistance des 

cellules T) ont plus d 'un déterminant antigénique (FWEMSKY e t  col1 . , 1969fL4 

Les lymphocytes T sont nécessaires à l a  -cduction des IgE par 

les lymphocytes 3 correspndants (KISHïXXD e t  ISHIZAKA, 1973f13: en ef £et, 

la thyniectomie néo-natale dé~rime l a  r é ~ n s e  imrmnitaire à IgE par absence 

de cellules helper : cepsndant, l a  thyniectamie chez l 'adulte donne une 

augmentation de la réponse réaginique (peut-être par élimination de cellu- 
2 9 8  les supressives) (OKUMURA e t  TADA, 1971). &s souris athymiques présentent 

2 5 4  
un déf ic i t  en IgE (MICHAEL e t  BERNSTEIN, 1973). Une d é ~ l é t i o n  en cellules T I  

par thpctcxnie et irradiation, déprime la réponse à IgE chez le r a t  infesté 

par Nippostronqylus brasiliensis,  came elle déprime les réponses irranunes 

dans d'autres infections parasitaires (EILVIE et  JONES. 1967295 1- et 
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Coll., 1973). LR r e j e t  des vers e s t  é g a l e n t  déprimé et l a  production 

d'oeufs ~rolongée par rapport aux ténioins non t ra i tés .  

Les cellules T agissent so i t  par contact d i rect  avec l e s  lympho- 

cytes BI so i t  par relargage de facteurs diffusibles agissant à courte distance 

au voisinage des lymphocytes B. De nombreux médiateurs ont é té  identif iés : 

certains, libérés spécifiquement par l 'antigène, coopèrent de façon non spé- 

cifique avec tous les lymphocytes B (1'ESF : enhancing soluble factor) non 

dialysable (RUBIN et COONS, 1972)1:9 un facteur dialysable l ibéré par les 



5 
lymphocytes T synqéniques sensibilisés (ADAMS, 1975), l e  TRF : T remplacinq 

factor, de P.M. 45.000, produit px une stimulation allogénique (SCHIMPL et 

WlXXER. 1975f l'AR7 : allogeniceffect factor ( h W R D I N G  e t  KATZ. 1974)15; 

tandis que d'autres médiateurs coopèrent spécifiquement avecles lymphocytes 

B correspondant à l'antigène inducteur (imnunqlobuline X ou T l i ée  à l ' an t i -  
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géne (-IetBASTEN, 1972), le TQF : T cooperating factor, de P.M. 

50.000, possédant des déterminants du gène Ir (TAUSSIG e t  1974)1!' 

Des  facteurs solubles sont sécrétés par les lyrrphccytes mur 
exercer localement, sur les lymphocytes B 2 IgE, leur action "helper" 

(KISHDDKI e t  ISHIZAKA, 197321At 1975213 TADA e t  coll . ,  1973) ou une action 
2 1 4  bfs  suppressive (KISHIKYIO et ISHIZAKA, 1974) . 

h s  lymphccytes B à IgE ne présentent pas l a  rnenie sensibi l i té  aux 

diverses influences des lymphocytes T que l e s  lymphccytes B à IgG. Ainsi, 

les cellules B à IgE sont insensibles au puissant stimulus non sgc i f ique  

déclenché chez l e s  cel lules T par un e f f e t  allogénique -raire, corn 

une réaction du greffon contre l 'hôte, p r  lequel l e s  lyqhocytes B à IgG 

sant forte.lnent s ~ é s  (KATZ et  COU., 19741'0~ 

De faibles doses d'antigène fac i l i t en t  l a  ré-pnse à IgE (REVOL?"E 
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et OVARY, 1969) surtout si l e s  stimulations antiqéniques sont es-cées 

(-JE e t  CHANG, 1971f].~ Les bons allergènes ( ini t iateurs dt1gE) sont de 

médiocres imnunogènes. Pour produire des IgE, l e s  bons i.mmnqènes doivent 

êtreplacésdans des conditions de faible stimulation. 

Des différences génétiques p r t a n t  sur l 'aptitude à produire l e s  

IgE ont été signalées chez l'animal (m e t  W, 1970~~3 ,%HwARTZMANN e t  
3 4 2  

~ l l . ,  1971). 

Signalons que les Ir_lG ont un rôle suppressif sur l a  production .. 310 .. 
d'IgE (TAüA et OKüMüRA, 197l!: STFUWJGA,T?D e t  BELIN, 1970 ; SïWUWEGWiD, 

üne t ro i s i èm cellule i n t e r v i a t  dans l a  coopération : l e  macro- 

phage (-~,1972f: S i  l ' ident i té  exacte de ce troisième type de cel lu le  
32 8 

n 'es t  pas établ ie  (WW e t  COPPLESON, 1968"; IaIWLEY e t  coll . ,  1975). tous 

les auteurs s'accordent pur  reconnaître qu ' i l  s 'agi t  d'une ppulat ion de 



imrnine aux antigènes thym-dépendants. k s  facteurs produits par les  lympho- 

cytes T induisent une tolérance chez des cellules spléniques débarrassées 
1 3  2 des cellules adhérentes (d, 1973). ni sérum anti-crophage et les  

agents qui interfèrent avec les  fonctions macrophagiques @chent l a  

pleine expression de l a  réponse imraine. 

D e s  antigènes pauvrenient imunogènes lorsqu'ils sont injectes 

sous forme soluble se révèlent hautement hnunogènes lorsqu'ils sont intro- 
388 2 6 3  

duits fixés sur des macrophages (UNANCTE e t  ASKONAS, 1968 ; ~ I Ç O N ,  1969 ; 
3 6 4  

SPITZNAGEL e t  ALLIÇON, 1970). Il n'y a jamais de paralysie immune avec des 

antigènes hérérologues injectés à un animal sous cette forme. Pou. KATZ e t  
203 

UNANUE (1973), l e  rôle du macrophage n'est pas purement statique car des 

mlécules antigéniques l iées  par covalence à l a  surface de particules inertes 

n'induisent pas l a  production d'anticorps. Cette observat2on ne correspond 

pas à celle de FELW e t  coll.  ( 1 9 7 4 i 3 3 ~  ont obtenu une bonne réponse 

h w r a l e  avec un antigène couplé à de l a  Sépharose. 

ïe rôle du rracro~haqe (ou du "troisième cellulaixe") dans 

l a  ré~pnse huiriorale concerne : l'élaboration d'antigènes imnunogènes ; l a  

présentation de ces antigènes en surface ; l e  recueil à l a  surface des 

lymphocytes T des facteurs de coopération ; e t  enfin l a  fabrication de fac- 

teurs de &opération ou de facteurs stirrniiants l a  prolifération des lyrnpho- 

cytes B. 

l L'intervention du macrophage doit donc être  considgrée 5 deux 

I niveaux : 

l a) au niveau du traitenient de l'antigène, par l'élaboration d'une niolécule 

b) au niveau des lynphocytes, par une régulation de leurs fonctions. 

a) - El&mration - - - - - - -  d'anti2ènes - - - - -  hmunogènes - -  
Le macrophage joue un rôle inportant dans l a  régulation des méca- 

n i a s  imrrrcins, en modulant l a  quantité d'antigène qui at te int  les  cellules 

hnunomnp3tentes. Il diminue les ~ s s i b i l i t é s  de développement d'une tolé- 

rance, s o i t  de haute zone, en réduisant l a  quantité d'antigène, so i t  de 

basse zone, en concentrant l e  pet i t  nombre de niolécules en circulation. 



d) La fixation de l'antigène : S i  l a  plus grande partie des mlécules 
. . . . . . . . . . . . . . . . . m . . . . . . .  

antigéniques qui entrent en contact avec les macrophages sont endocytées 

1 et détruites,  1 à 5 M ' e n t r e  e l les  se mintiennent en surface (UNANüE et  

I ~ I N I ,  1970)': Ces  mlécules préservées semblent responsables de la  

l plus grande partie de ltî.mnuncgénicité de l'antigène. Eh e f fe t ,  lorsqu'elles 

l sont éliminées par -sinisation ou masquées pax leurs anticorps spécifi- 

ques, les r~crophages n'induisent plus de répnse  immune. 

Il y a une relation entre la t a i l l e  des mlécules, le  degré de 

1 fixation, l'importance de la pinocytose e t  la ~ r s i s t a n c e  des ~mlécules 

retenues en surface : l es  grandes molécules, carrÿne 1 'hémcyanine, se 

fixent bien aux macrophages, sont rapidement pinocytées e t  ne subsistent 

à la surface qu'en pe t i t  nombre, c a m l e  de persister l o n g t q s .  E h  revanche, 

l e s  petites mlécules, cxxruw l'albumine e t  l e s  ~ o g l o b u l i n e s ,  sont géné- 

ralanent peu adsorbées et ne sont pas t r è s  solidement fixées à l a  membrane 

(SCHMIDKE et UNANUE, 1971f:' Ces mêmss mlécules, pl-&risées se  fixent 

mieux aux macrophages et  subissent un sor t  voisin de celui de 1'hSmyanine. 

La liaison de l 'antigène à son anticorps n 'es t  pas nécessaire pour 

l a  fixation à l a  surface des macrophages, mais l e s  imrninromplexes sont mieux 

retenus que l'antigène l ibre ,  les macrophages possédant des récepteurs pu r  

les irranunoglobulines et  p u r  le  troisièm composant du c o n p l ~ t .  

Des observations en microsco-ie électronique (citées dans UNANUE, 
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1975) mntrent  que les  mlécules d'hémocyanine fixées aux mmbranes mcro- 

phagiques sont, dans un premier tanps, uniforméirient réparties. Au bout de 

2 à 6 heures de culture à 37O~, l a  plus grande part ie des molécules ont 

disparu, endccytées, mis il subsiste des pe t i t s  m s  de mlécules séparés 

par de larges surfaces nues, c o r n  si ces m s  se trouvaient localisés 

en des p i n t s  où l e s  -hénomènes d'endocytose n'ont pas lieu. Cette répar- 

t i t i on  n ' es t  pas rriodifiée si les cellules'sont soirmises à des conditions 

qui activent les mécanismes d'endocytose. L'addition d'anticorps spécifiques 

de l'antigène diminue de moitié le nombre de mlécules retenues en suface. 

En revanche, l a  quantité d'antigène retenu sur la membrane augrrente chez 

des mcrophages activés par un processus immun bactérien (LANE et UNANUE, 

1973f9 

I S;e macrophage n 'es t  pas l a  seule cellule qui retienne de l'antigène 

1 en surface. US cellules dendritiques des follicules ganglionnaires fixent 

1 les antigènes cmplexés à leurs anticorps ; cependant, leur act iv i té  pino- 

I cytaire est t r è s  réduite ( 1  et c o l .  , 1966"; NOSSAt et col l .  , 1968?!' 

D e  mêm, les fibroblastes peuvent conserver long-s de l'antigène sur ! leur rembrane. 



fi) LR relargage d'antigène : 3 à 20 % de l'antigène endocyté par les .*..*.................. 93 
macrophages est excrété par les cellules (CRUCHAUD et UNANUE, 1971) au cours 

d'un processus actif, indésndant du relargage enzymatique. Ces mlécules 

proviennent bien de l'intérieur de la cellule, comne le prouve le fait que 

cette exocytose persiste après trypsinisation des cellules, qui élimine 

les protéines de surface (CALDEW et UNANUE, 19741~8 En se basant sur 

1 'endocytose et 1 ' exocytose d ' hémcyanine , WERm et UNANUE (19 75)" ont 

constaté que les mlécules exocytées sont plus petites que l'antigène natif 

(un tiers de la taille initiale), et que certains des déterminants antigé- 

niques sont niodifiés. Le relargage est en partie influencé par la composi- 

tion du milieu extracellulaire : ainsi, est-il fortant diminué si les 

macrophages pinocytent de nouvelles molécules de protéines. 

Sur 100 mlécules d'hé-anine adsorbées ~ 1 .  un macrophage, 

1 à 3 restent sur la nmhrane, le reste est endocyté. Après 24 heures, 

sur les mlécules pinocytées, environ 3 sont relarguées et une dizaine 

subsistent à l'intérieur de la cellule. C'est donc -ès de 90 % des mlé- 

cules qui sont détruites et qui n'atteindront pas les cellules -0- 

canpétentes. 

Nos connaissances sur l'émission par les macrophages d'un super- 

antigène très imnunqène, constitué par des molécules antigéniques -le- 

xées à du matériel ribonucléique (FISHMAN et ADLER, 1963'~; ASKONAS et 

RHODES, 1965)" n'ont pas beaucoup avancé depuis les premiers travaux rap- 

portant ce phénomène. 

b) _ _  Intesaction _ _ _ _ _ _ _ _  avec les lphocytes- - _  - 
Les macrophages fixent aussi bien les protéines autolapes 

qu'étrangères (SCHMiDKE et UNANUE, 197j4\  AÇKONAS et JARûSKOVA, 1970)': 

La ecificité de la réponse imnune réside donc dans les lymphocytes 

iltmm~~~~tents. 

ie contact des macrophages porteurs de l'antigène avec les lym- 

phocytes B est cependant insuffisant pour stimuler la production d'anti- 

corps. Les lymphocytes T sont indispensables à l'induction de la réponse 

hmrale. De plus, il semble nécessaire que s'établisse un contact physique 

entre cellules adhérentes et lymphocytes B pour obtenir la réponse inmune, 

puisque des cultures de lyn-phocytes T en mélange avec des macrophages, 

séparés des lymphocytes B par une membrane imperméable aux cellules, ne 

donnent pas de synthèse d'anticorps. 



L'interaction macrophages-lynphocytes se marque par un double 

échange : facteurs lynphocytaires (T) agissant sur les macrophages, et 

facteurs macrophagiques agissant sur les lymphmytes (B) . 
Parmi les facteurs spécifiques e t  non-spécifiques produits par 

les lymphocytes T stimulés par un antigène, rappelons que le facteur imrni- 

noglobulinique (Ig?? ou IgX) de FELDMANN se complexe à l'antigène, e t  que 

ce complexe n 'est  ac t i f  sur les lymphocytes B que s ' i l  se fixe sur l e  

microphage. -T (1975f3hote que l a  fixation sirnuitanée sur des macro- 

phages de deux complexes IqT-antigène ayant des spécificités antigéniques 

différentes entraîne une paralysie de l a  répnse.  C e t  auteur en conclut 

qu'un -1exe donné do i t  former une matrice h q è n e  de d é t e d n a n t s  d'une 

seule spécifici té à la surface du macrophage p u r  stimuler l e s  lymphocytes B 

correspondants. S ' i l  se forme une mosaïque de déterminants différents, l es  

lynphocytes B I  ou bien entrent en comp6titionI ou bien ne puvent se fixer 

par sui te  de l a  répartition t rop espacée des déterminants auxquels ils sont 

réceptif S. 

Eh ce qui concerne les facteurs mcrophagiqes, GEEZY et  WAlWFW 
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(1972) ont montré que les macrophages stimüiés i n  v i t ro  par les complexes 

IgT-antigènes sécrètent des facteurs non-spécifiques qui auqnentent la 

prolifération des lymphocytes B e t  accroissent l a  réypnse en IgG vis-à-vis 

de tous l e s  antigènes. 

Telles sont actuellement les interventions connues du mcrophage, 

ou de l a  cel lule adhérente non identifiée, dans les  mécanismes de coopéra- 

tion au niveau de l a  r épnse  h m r a l e .  

La rencontre des mcrophages avec l e s  lymphocytes T e t  B est 

favorisée dans l e s  organes lymphoïdes par le phénomène de l a  séquestra- 

tion ( " t ra~ping  ") . - 

La séquestration des lymphocytes dans les  organes lynrphoïdes 

stimulés par l'antigène e s t  l 'un  des é v è n a n t s  l e s  ?lus précoces de 
142 

i'immmisation (ZATZ et L?QCE, 1972'; FFOST e t  ïAKE,  1973) . Elle est 

induite par des antigènes ~ t i c u l a i r e s  ou de haut poids moléculaire 

(hémocyanine, flagelline, -plysaccharide III du pneunaxoque, antigènes 

ex t ra i t s  de tumeurs, globules rouges xénogéniques). Les antigènes incapa- 

bles de déclencher ce t te  séquestration, sont plutôt des mlécules 



protéiniques solubles (gama-globulines bovines, sérumalbumine, toxine 

t6tanique, DNP-polylysine) . Les inmunogènes puissants sont des déclen- 
cheurs efficaces de la séquestration à l'inverse des jmnunogènes faibles 

qui ne la provoquent que chez l'animal sensibilisé (c'est-à-dire lors 

d'une réponse secondaire). 

L'organe lphoïde intéressé la séquestration dépend de la 

voie d'a&xhistration de l'antigène. Une pénétration intraveineuse ou 

intrapéritonéale conduit à une séquestration splénique, tandis qu'une ho- 

culation sous-cutanée ou dans un coussinet plantaire intéresse les gan- 

glions lyrrphatiques drainant le point d'injection. C'est un phénomène très 

brusque qui se produit déjà 15 minutes après l'injection intraveineuse, 

mis ne dure que 3 à 4 jours. 

k s  cellules res~nsables du déclenchenent de la séquestration 

ne sont pas les lymphoqtes, car une déplétion en lymphocytes ne diminue 

pas ce phenmène. U s  cellules en cause sont les macrophages : le fait 

que la séquestration soit particulièrement rrarquée avec les antigènes 

particulaires et de haut pids moléculaire, la possibilité de la produire 

avec des @cules non-inmunogènes mais activanent phagocytées (silice, 

carbone, carragénine, latex) sont une indication. D'autre part, des essais 

de transfert cellulaire chez des receveurs irradiés montrent que les cel- 

lules d'un exudat péritonéal sont très actives pour conférer cette propriété, 

bien plus que les cellules spléniques, elles-&ms meilleures cpe les cel- 

lules ganglionnaires. Les cellules de la n-cëlle osseuse sont totalerrient 

inactives. Le fractionnmt des cellules spléniques en cellules adhsrentes 

et non-adhérentes, mntre que ce sont les premières qui entprtent l'essen- 

tiel de la capacité de provoquer la séquestration. 
1 4 2  

Pour FROST et LANCE (1973), ce sont les cellules endothjliales 

des organes lymphoïdes qui régulent le flot lymphccytaire à la suite d'un 

signal libéré par les macrophaqes. Il faut toutefois rerriarquer que le 

liquide lyn-phatique ne subit aucune réduction de débit ; il serait nienie 

plutôt auwté. k s  lymphocytes sont ~robablent retenus par un mécanisme 

faisant intervenir les récepteurs de surface. Ceci expliquerait la spéci- 

ficité de la séquestration qui ne se prcüuit, pour un antigène soluble, 

que chez des animaux préalablatent immunisés par cet antigène. 
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FFOST e t  LANCE avancent 1 'hynhatèse que l'une des exigences à 

l ' in i t i a t ion  d'une r épnse  irmnine e s t  l a  capacité que possède une substance 

étranqère dans un organisme de provoquer ce t te  altération du f l o t  des cel - -  
' 

lules lymphoïdes. Les antigznes qui pssèdent en eux-mEms cette quali té ,  

ont une "ad juvanticité" intrinsèque, selon 1 'expression de DRESSER (1961)'!~ 

Ceux qui ne peuvent déclencher l a  séquestration, ont besoin de l ' a ss i s -  

tance d'une demi& substance, peu -rte que ce t t e  substance s o i t  

e1le-nSn-e irrmunogène ou non ; il su f f i t  qu'elle s o i t  séquestrante. Dans 

ce sens, l e s  bons adjuvants auraient été empiriquemmt choisis parce qu ' i l s  

sont de bons in i t ia teurs  de ce mécanisme. 

Signalons enfin que l a  stimulation antigénique induit égalerrient 

l a  prolifération des mastocytes dans l a  zone de drainage de l ' in ject ion 
cf 365 

(JAW6P et  mll., 1969 ; ROBEKcS, 1970f2.' 

II - LES AlXüVATJTÇ IXJM3RAüX 

A) Mécanismes de l ' ac t iv i té  adjuvante 

Les adjuvants sont capables de stimuler préférentiellemnt l a  

f o m t i o n  de l'une ou l ' au t re  classe ou sous-classe d'antimrps. Ils n'agis- 

sent pas tous de l a  rtbeme façon que l e s  mécanisms qui viennent d ' ê t r e  rap- 

pelés. 

A quels niveaux l e s  substances possédant une activi té inmuno-sti- 

mlan te  interviennent-elles ? 

1) Action -----Ciiii-i--i- sur les  p r z r i é t é s  --------,,,- des antigènes -__, 
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DRESSER (1961, 1962), avait mnt ré  que la f o m  insoluble d'une 

molécule e s t  irranunqène, tandis que sa forme soluble ne l'est pas, à moins 

d ' ê t re  mélangée à un adjuvant. Les virus, les bactéries, l e s  t issus n'ont 

pas besoin d'adjuvants et  l 'addition de ceux-ci ne nodifie pas beaucoup l e  
116 

niveau de l a  réponse (DRESSER e t  MITCKTSON, 1968) . D e  même , 1 'effet  d 'un 

adjuvant est plus marqué avec l e s  p t i t e s  doses d'antigène qu'avec les 

fortes doses (WEIGIE e t  ro l l .  , 1961)405 



L'émission ou l'adsorption sur de l'alun, de la bentonite ou 

d'autres particules, rend les antigènes particulaires. Cette présentation 

amène rapidenent les antigènes en contact avec la surface des macrophages 

et des cellules dendritiques des ganglions et de la rate, facilitant et 
33 9 

améliorant la coopération avec les lymphccytes. SCHENK et coll., (1969), 

mntrent que la production d'anticorps vis-à-vis de la sérumalbirmine 

humaine chez le rat est fortement augmentée lorsque la protéine est liée 

par des liaisons covalentes avec le LPS d'E. coli. L'effetestminàre par 

simple mélange, et nul si les deux éléments sont injectés en des points 

différents. L'effet "carrier" ap-rrait nettemnt dans ce cas. HERBERT (1968)'~~ 

a mntré que l'ovalbumine dans une émulsion d'eau dans l'huile, donne de 

bien meilleurs résultats que la merrie dose d'antigène dans une émulsion 

d'huile dans l'eau. L'équilibre hydrophile-lipophile joue un rôle prinw>r- 
351 

dia1 dans l'activité des adjuvants huileux (SHAW et coll., 1964). 

La raison en est ~robablment l'interférence des émulsions adju- 

vantes avec la couche lipidique des membranes cellulaires, qui difie 

l'affinité des récepteurs glycoprotéiniques. 

Il y a une relation inverse entre la charge électrique globale 
34 1 

d'un antigène et les anticoqs qu'il suscite (SELA et coll. 1963 ; SELA et 
349 

PDZES, 1966). Le contrôle du type d'anticorps produit, dépendrait donc de 

la mlécule dans son ensemble et ne serait p s  limité au site antigénique .. 
( R ~ D E  et mil., 1968jI.O 

En ce sens, les adjuvants, surtout huileux, &fient les propri6- 

tés et l'orientation des prtions hydrophiles et hydrophobes des antigènes, 

dévoilant ainsi des résidus aminoacides nomalemnt cachés dans des replis 

de la molécule. 

2) Action sur le destin de l'antigène 
-------Y_-------------- CI 

a) F@ag$n- 

La plupart des supqrts adjuvants (huile, gels minéraux) provo- 

quent la fomtion d'un granulome, réaction inflammatoire qui fixe l'anti- 

gène au point d'injection et ralentit sa diffusion : ceci -mettrait à 

une forte dose d'antigènes (dose tolérogène) d'être diffusée à des doses 

hfratolérogènes. Il ne faut toutefois pas ansidérer cet effet déMt 



amni essentiel ; en ef £et, HOLT (1950)"~avait observé que si l'antigène 

peut effectivement demurer in situ plusieurs mis grace grâce à l'adju- 

vant, il s d l e  perdre rapidement (une quinzaine de jours) son rôle sti- 

mlant pur le systènie de synthèse, par un encapsulement fibreux et un 

emprisomement dans une barrière de camplexe antigène-anticorps dans 
141 

les mailles de collagène. FREUND et LIKIY)N (1955) mntrent que l'excision 

du site d'injection de l'antigène en adjuvant camplet de Freund, &ne une 

demi-heure après la s ~ a t i o n ,  ne difie pas sensiblement- le .1-sux 

d'anticorps, ni l'apparition d'hypersensibilité retardée. 

De'même, certaines substances ont une action adjuvante, xr&m 

injectées en un point different ou à un autre m n t  (MERFU'IT et JOHNSON, 
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196324j GûLUB et WEIGLE, 1967 ; DRESSER, 1968)1!5 

b) Walisation - - - - - - -  
On sait depuis longtemps que l'injection d'un antigène avec son 

anticorps spécifique favorise la synthèse d'anticorps. Ainsi, la toxine 

diphtérique injectée en intraveineuse au lapin ne donne pas d'anticorps. 

Avec un peut d'antitoxine le lapin répond. La sérumalbumine bovine donne 

le n&e effet lorsqu'elle est adwinistrée avec son anticorps spécifique 
384 

(TERRES et coll., 1961"& 1962) . WIGZELL. (1966f1'obtient une milleure 

production d'IgM en injectant des globules rouges de mton en prGp ~ ~ e n c e  

d'IgM que 1-es globules rouges seuls. I;e rôle des irmnincorrrplexes dans 

l'initiation et la régulation de la réponse imnune intrigue les chercheurs : 

l'antigène qui reste disponible pur les interactions avec les cellules B 

(dès le 3ème jour de la réponse imnune et pendant plusieurs semaines) est 

localisé à la surface des cellules dendritiques des sinus médullaires gan- 
41 2 4 1  6 

glionnaires et spléniques (WHïTE, 1963). WH~TE et coll. (1970), pensent 

que la localisation des imnuno-conp?lexes à la surface des cellules dendri- 

tiques conduit les cellules B en circulation dans la pulpe blanche splé- 

nique à f o m r  un centre germinatif. Ces auteurs ont mntré, chez le poulet, 

que les centres germinatifs n'apparaissent pas s'il n'y a pas d'anticorps 

disponibles. l31 utilisant de la sérumalbumine humaine rrarquée, ils cons- 

tatent que l'antigène persiste dans la circulation jusqu'à ce que les 

anticorps nowellenent synthétisés mmncent à appraitre (après 30 heures 

environ). Cet évènement est signalé par la présence de l'antigène (proba- 

blant lié à ses anticorps) à la surface des cellules dendritiques dans 

la pulpe blanche de la rate. Ces cellules porteuses d'imrmincornplexes mi- 

grent à travers la pulpe blanche et viennent progressivemnt s'associer 
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aux cellules B pom fomer, dès le 3ème jour après injection de l'antigène, 

I le centre germinatif primitif, qui s'agrandit consid6rablarent par capture 

l progressive de cellules B du 4& au 7 k  jour de la ré~nse. 

I Le rdle des centres aeminatifs est controversé : pour les uns, 

1 ces formations seraient le lieu privilégié de rencontre de l'antigène avec 

les lymphccytes B sensibles à l'antigène pur une synthèse accrue d'anti- 
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corps (HIX.QHREY, 1969) , alors que pur les autres, les centres germinatifs 
auraient un rôle homéostatique de régulation de la synthèse des anticorps 

par blocage des lyiphocytes B en leur sein, les echant ainsi d'entrer 
4 1 7  

en contact avec les lym~h~o~rtes T (\WITE, 1973). Cet auteur constate la 

forte diminution de taille des centres germinatifs de la rate chez les 

poulets imnunisés par de la sérwnalbumine hunaine en adjuvant complet de 

Freund. On observe une corrélation inverse entre la taille de ces forma- 

tions et le taux en anticorps. k s  centres germinatifs des animux vaccinés 

avec l'adjuvant sont petits, entourés d'une masse irrégüiière de cellules 

d'apparence épithélioïde forniant un granulome capable d'oblitérer totalement, 

dans certains cas, le centre germinatif, WHITE en déduit que l'adjuvant 

désorganise le fonctionnement n o m 1  du centre germinatif dont le rôle est 

de limiter la réponse hmrale. LR rôle inhibiteur des centres germinatifs 

serait perturbé avec l'adjuvant -let de Freund et avec la silice (deux 

bons adjuvants) par destruction des cellules dendritiques. 
41 1 

Pour DRESSER (in \JHITE, 1973), le r61e des substances qui lèsent 

les macrophages (et qui sont de bons adjuvants) dans l'augmentation de la 

répnse i m e ,  serait de libérer de l'antigène rendu ainsi dispnible 

paur la stimulation de lphocytes slplémntaires. 

C) -m_ficagi--dg catabolisme - - - - - -  

La vitesse de phagocytose et de digestion de l'antigène influe 
21 O sur son antigénicité (KIM et coll., 1967). Les endotoxines, l'adjuvant de 

Freund et les mitogènes végétaux augmentent la phagocytose et les activités 
36 

enzymatiques des cellules réticulo-endothéliales (BIOZZI et coll., 1965 ; 

ASKONAS et WfiITE, 1956iO 



3) Action sur les cellules jmnunocetentes 
-----y--- 

Si les actions précédemnent décrites étaient essentiellesrirnt 

dues à l'élément support des adjuvants, les effets sur les cellules irnrru- 

nocmpétentes sont plutôt provoqués par la constitution chimique ou physico- 

chimique des substances introduites avec le support adjuvant, huileux ou 

minéral. 

4 k s  phagocytes : En général, les adjuvants augmentent la phagocy- .............. 
tose (BIOZZI, 1953f2 Cet effet est évalué par 1 ' index phagocytaire qui 
mesure la disparition de particules de carbone (clearance du carbone) in- 

troduites dans la circulation sanguine, et phagocytées, essentiellenent 

au niveau du foie et de la rate. Des substances c m  le MER (Méthanol 

Extraction Residue) (Sm- et ~011. , 1969f: la PHA (Phytohér~gglu- 
2 9 2  

tinine) (NCNELL, 1960) ou les polynucléotides synthétiques (BRAUN et 

NAKANO, 1967<'; JOHNSON et JOHNSON, 197 l)(g9stimulent la phagocytose. Quoique 

les endotoxines aient plutôt une action de stimulation de l'in-ununité cellu- 

laire en rendant les macrophages cytotoxiques, SPITZNAGEL et ALLIÇON 
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(1970) ont mis en évidence un effet ptentialisateur du WS d'E. coli sur 

la réponse hmrale, de même que l'alcool de la vitamine A (le Rétinol) 

dont l'activité adjuvante s'exerce probablement par ses propriétés lip- 

solubles qui l'incorporent facilement à la mgnbrane cellulaire. Cependant, 

le lymphocyte T est indispensable pouf que l'effet soit maximum (ALLISON 

et DAVIES, 1971)'. 

Des macrophages stimulés par.Bordetella pertussis ou du sulfate 

de beryllium, agumentent la réponse humorale à l'hémocyanine lorsqu'ils 

sont transférés à un receveur qui reçoit simultanément des macrophages 

prteurs de l'hémcyanine. Il n'y a ni stimulation, ni dépression de la 

production d'anticoqs lorsque sont transférées des cellules lymphoïdes 

incubés avec les adjuvants. 

La cire D des Mycobactéries stimule également les macrophages. 

Acétylée, elle devient inactive. 

6) Les lymphocytes : la bentonite et les adjuvants du type F'reund ont ............... 
un effet très marqué in vivo sur la synthèse d'IgG2 chez le cobaye 



(WILKINSON et coll., 1967)';' tandis que chez le lapin des polymères acry- 

liques de 0,8 P augmntent la production dlIgM (TOFüUGIANI et 1965fa6 

Ce ne sont donc pas les mêms lyrrphocytes qui sont stimulés. 

La transformation ceJlulaire induite par l'adjuvant de Freund 

est inhibée par du sérum antilymphoqtaire (CURREY et Z E F ,  1968f1 ELVES 
123 (1967) note que la PHA injectée avant l'antigsne supprime la réponse pri- 

maire, tandis qu'injectée 6 heures après, elle augmente la réponse en 

anticorps. 

L'un des premiers évènmtsnotés après introduction de la PHA .. 
est une rruxlification du métabolisme phospholipidique (FISHER et ~~, 

137 
1968), témoignant d'une action de cette substance sur la nresnbrane cellu- 

laire. ïe mêne phémène se produit en culture mixte de lymphocytes ou 
349 

par traitent par des anticorps antilymphccytaires (SELL et coll., 1965) F 

Iies adjuvants huileux créent une mdification de l'équilibre 

lipophile-hydrophile des Irieaibranes cellulaires et déclenchent des mécanis- 

mes métaboliques intracellulaires pouvant conduire à la synthèse de média- 

teurs immuiitaires. 

b) ~&i~tign-c@&ul,aire - - - 
L'augmentation du tissu lymphoïde chez des anirnaux non irrpriunisés 

est observée avec la silice (rate et ganglions puvent atteindre dix fois 
301 

leur taille normale) (PERNIS et PAFONEJXO, 1962), avec l'adjmant de Freund 
2 6 8  

(MXIRE et ÇCHOENEERG, 1964), le vaccin coquelucheux (B. pertussis) 

(SICMCKER et RIEKE, 1965f:< la PHA (NnSPITZ et coll., 1968)'!' 

La PHA possède une affinité particulière pur certains récepteurs 

menibranaires, cormie la concanavaline A en a pour les alfa-glycanes ramifiés 
14 9 

(GOLDSTEIN et coll. 1965). La PHA stimule la transformation lymphocytaire 
3 0 8  

et la division cellulaire in vitro (PHILIPS et ZWEIMAN, 1970) . La stini- 
lation simultanée par deux mitgènes (PHA et Streptolysine) conduit à des 

effets antagonistes ou syneqiques selon le rapport des mitogènes (P&LER, 
267 

1970). Il existe un nombre optimum de sites stimulables pour obtenir 

l'effet mitogène. 

L'adjuvant de Freund augmente à la fois le nambre et la taille 
21 1 des plages d 'hémolyse en technique de Jerne ( K m  et coll . , 1969) , signe 

d'une action à la fois sur la rmiltiplication des lymphocytes B et sur la 

quantité d'anticorps produite par chaque cellule. 



I Le LPS d'E. coli se cmprte in vitro canne un mitqène des cel- 

luies B (ANDERSSON et coll., 197213; BULIIXX et ANDERSSON, 1973$]. Cependant, 

il -ut agir sur la fonction secifique d'assistance des lymphocytes T en 

augmentant leur nombre dans la phase initiale de la réponse primaire 
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(NEWBURGER et coll. , 1974) . Chez la souris mrm chez le cobaye, le LPS 

agit sur la réponse IgE à des doses 100 fois plus faibles que celles 

qui sttnilent la réponse IgG (PERRIN1 et MïPA, 1973f? 

Il est possible de rapprocher d'un effet sur les lymphccytes T, la 

potentialisation des IgE spécifiques et non spécifiques provoquée par une 

infection par Nippostronqylus brasilimsis chezle rat. En effet, ce para- 

site déclenche une forte ~ussée du taux des réagines spécifiques d'un 

antigène (ovalbumine exemple) injecté une semaine auparavant en présence 

de Bordetella prt 
2 9  9 

ussis (ORR et BLAIR, 1969). Toutefois, cette potentialisa- 

tion de la réponse IgE est limitée à cette classe d'immmcglobulines et 

ne touche pas les IgG (JARREIT et coll., 1972''\ B E H  et coll., 1973)<0 

Ce qui indique la production par les vers vivants d'un facteur stimulant 

les imrrunocytes p~ograrranés Fur une production d'IgE et ac~issant aussi 

bien sur les lymphocytes sp6cifiques des antigènes parasitaires que sur 

ceux déjà stimulés par l'injection préalable. Cette substance peut d'ail- 

leurs aussi bien agir sur les lymphocytes B p sur les lymphocytes T 

(qu'ils aient une fonction helper ou une fonction suppressive). 

Le lentinan, polysaccharide fongique extrait de Lentinus edodes 

(CHIHARA et mil., 1969f1 le rétinol, le béryllium, les polynucléotides 

synthétiques exerceraient une partie de leur effet adjuvant par une sti- 

mulation préférentielle des lymphocytes T !ALLISON, 1973"; DRESSER et 

Les adjuvants interviennent : 

a) - niveau de l'antiqène en lui fournissant une adjuvanticité qui lui pro- 
cure une ixmunogénicité accrue. Les actions sont variées : mdifications 

de conformation spatiale, de charges, de solubilité, ralentissanent 

du catabolisme, imnobilisation de l'antigène dans un foyer granulo- 

mateux, modification de sa localisation dans les organes lymphoïdes. 



b) au niveau de 11h6te à la fois sur les cellules imnunmtentes et 

sur les systèmes non spécifiques de rSgulation de la synthèse protéique 

ou de la multiplication cellulaire. 

Les adjuvants, à ce titre, sont impliqués : 

1) dans la transformation des macrophages et des lymphocytes ; 

2) dans la mltiplication des hitiocytes, macrophages, lymphocytes et 

plasroocytes ; 

3) dans la synthèse d'homiones variées, telles que la cortisone ou 

1'AC;TH qui difient à leur tour la synthèse nrotéique ; 

4) dans l'augmentation du rapprt nombre de cellules irrimunitaires 

sur nm&re de mlécules antigéniques. 

B) Les adjuvants humoraux d'oriqine mycobactérienne 

108 
En 1929, DïENES remarque que l'injection d'ovalbumine dans une 

lésion tuberculeuse provoque une augmentation de la proüuction d'anticorps 
90 

contre l'ovalbumine. Eh 1935, CfXL?iUD mntre que l'addition d'huile de 

paraffine aux mycobactéries facilite le développement de l'hypersensibi- 

lité retardée à la tuberculine. Puis FREXIM> et coll. (1937f4&cismt 

les conditions de réalisation de l'adjuvant qui prte son nom. La phase 

huileuse, qui constitue l'adjuvant incomplet, se corpose d'huile de paraf- 

fine purifiée (BAYOL ou DRAXM)L) et d 'un émulsifiant (ARUlm A. ) . L 'addi- 
tion de Mycobacteries tuées (en général 5 mg/ml)  donne l'adjuvant q l e t  

de Freund (ACF) . L'antigène à injecter est introduit en solution aqueuse 

émulsionnée avec la phase huileuse. Au fil des années,   lu sieurs espèces 

de Mycobactéries, outre Mycobacterium tuberculosis var hominis et var bovis 

se sont révélées actives corrme adjuvants : M. smegmatis, M. phlei, 

M. butyricum, M. avim, M. leprae, etc... 

Cependant, l'injection de l'adjuvant complet entraîne toute une 

série d'effets tels que qranulonie persistant au point d'injection, sensibi- 

lisation aux endotoxines des bactéries gram négatives, développamt d ' ~  

polyarthrite rhumatolde allergique par dépôt d'imrrmnoomplexes, déclenche- 

m t  de maladies autohununes et, bien entendu, induction de l'hypersensi- 

bilité à la tuberculine. 



1 Ces inconvénients, dont certains sont liésauxmécanismes adju- 

vants e u x ~ s ,  Wchent son application à la vaccination humaine. Aus- 

si, depuis quelques terrq?s, on a cherché à mdifier la composition de la 

phase huileuse, en rerrplaçdt l'huile minérale, peu ou pas métabolisée, 

par des huiles catabolisables. C'est ainsi qu'ALLISON et GREGORIADIS 
12 (1974) promsent l'utilisation de liposcmes, sphères concentriques cons- 

tituées de phospholipides en double couche moléculaire, séparés par des 

conq-rtiments aqueux contenant le ou les antigènes. Les lipides en sont 

la lécithine, le cholestérol, la stéarylamine, l'acide phosphatidique 
2 0  

ou le dicétylphosphate. De même, AUDIBERT et CHEDID (1975) proposent 

l'émulsion des antigènes et des substances à activité adjuvantes avec des 

huiles végétales rnétabolisables . H m  ( 19 72)1''préconise 1 ' huile 
d'arachide ... 

Depuis la découverte du bacille de KOCH, mais~surtout depuis 

la révélation de leur rôle stimulant, les Mycobactéries ont fait l'objet 
- 

de nmibreux travaux destinés à identifier les constituants Frteurs des 

activités biologiques (A3AlTf&, 1948 f. 
La richesse des Mycobactéries en lipides contraste avec la conr 

position pariétale des autres bactéries qui, cmms elles, prennent la 

coloration de Gram, et qui sont caractérisées par une paroi cellulaire 

essentiellement glycopeptidique, pauvre en lipides. IR pourcentage de 

matériel lipidique atteint le quart de la cellule entière et plus de la 

rrioitié de la paroi dans le BCG. Aussi, l'étude des lipides mycobactériens, 

entreprise dans les années 20 par R.J. ANDERSON, à l'université Yale, 

a constitué un élémmt imprtant du bilan chimique de ces microorganismr. 

Aujourd'hui encore, l'analyse des structures chimiques, non lipidiques, 

s'articule autour du schQM de fractionnent d'ANDERSON, cqlété par 

U3ùERB et ASSELINEAU (cf. ASSELINEAU, 1962)': 

1) La naroi et ses constituants 
----------_Y------ 

L'isolmt de structures chimiques actives s'est fait selon 

deux voies qui ont aboutit à des molécules très semblables. Tandis que 

certains auteurs extrayaient divers solvants organiques des substances 

à partir du corps bactérien entier, d'autres traitaient par ces solvants, 

et diverses enzymes, les parois purifiés de ces germes. Il était en effet 



apparu que l a  paroi purifiée, débarrassée des mntaminants t e l s  que l ipi-  

des libres et protéines, e s t  adjuvante e t  développe une irranunité non spé- 

cifique vis-à-vis de germs -thogènes non mycobactériens, au m3re t i t r e  
23 

que l e s  bactéries entières (AZUMA e t  coll., 1971). Les parois sont éga- 

lement arthrogènes e t  douées de propriétés a n t i t w r a l e s  (ZBAR e t  coll., 

1972~'; CHEDID e t  IAMENSANS, 1974)? 

La délipidation des parois aux solvants organiques e t  une diges- 

tion enzymatique par l a  trypsine, l a  chymtrypsine e t  l e  lysozyrrie, permet- 

tent l'isolement d'une fraction hydrosoluble, l e  WSA (Water Soluble Adju- 

vant) , plus active que les -ois (ADAM e t  col l  . , 1972)'. Cette substance 

est adjuvante sans être  arthrogène, mais n'est  plus antiturriorale (CHEDID 

e t  ml l . ,  1972)'" de plus e l l e  ne sensibilise pas aux endotoxines. 

ïa mêPne fraction a é té  extraite à partir des bactéries entières 

délipidées (Arlette ADAM e t  coll . ,  1973f, non seulenent chez les  Mycobac- 

téries, mais dans un genre t r è s  voisin, les Nocardia (NWSnI : Nocardia - 
l a t e r  Soluble Mitcgen) . 

IR fractionnement des Mycobactéries entières par les  solvants 

organiques selon l e  schéma d'Anderson, fournit plusieurs types de lipides 

présentant des solubilités diverses aux solvants. L'une des fractions l e s  

plus étudiées, les  cires D, fraction chlorofornios~luble des lipides li- 

bres des souches humines de M. tukrculosis, peut remplacer les  bacté- 
413 

r ies  entières dans l'adjuvant de Freund (WHITE e t  coll . ,  1952':t 1964). 

Elle est adjuvante e t  arthrogène, mais pas a n t i t m r a l e .  Les cires D s a -  

blent provenir des parois ( K 6 A M  e t  mil., 1963fl9dont elles se détacheraient 

% autolyse pariétale. On en trouve 6 à 8 % dans les  souches virulentes 
2 5 6  2 5 1  e t  2 8 dans les espèces saprophytes de -Yycobactéries. Ehtre 1968 et 1972, 

MIGLIORE-SAMOUR e t  JOLLES ont isolé du germe entier un polysaccharide 

peptidoglycane (POLY-PA) adjuvant , dépurvu d 'activité arthrogène . 
A l a  même épque, HIU (1972)i12extrait du BCG une fraction adju- 

vante e t  a n t i t m r a l e ,  MAAF (-Nymbacterial Adjuvant and Ant i tmra l  Frac- 

t ion),  dépourvue de toxicité, adjuvante par l a  synthèse d'anticoxps contre 

l'ovalbumine e t  capable de développer une hypersensibilité retardée à 

cette p t g i n e .  
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ihfin, récemnent, STEIVNIT-TULL et coll. (1975) rapportent l'iso- 

lement d'un glycopeptide hydrosoluble, ST 208, à partir du milieu de cul- 

ture de la souche M' de Mycobacterium tuberculosis. Ce glycopeptide est 

fortement adjuvant, avec l'ovaibumine, chez le cobaye, n'est pas toxique' 

chez la souris, ne dévelop pas de polyarthrite chez le rat et de granu- 

lanie dam le poumon de lapin. En revanche, il déclenche une forte réponse 

granulamateuse de la patte injectée du cobaye. 

Nous avons cité à la suite ces diverses substances extraites des 

Mycobactéries, soit directement de la cellule entière, soit de la paroi 

isolée, car elles se sont révélées des morceaux plus ou rmins importants 

d'une même structure périétale, leur taille et leur composition dépendant 

de la technique d'extraction utilisée. Cette structure majeure, dont tou- 

tes les autres sont issues, est représentée p r  les cires D : d'un poids 

nioléculaire supérieur à 50.000, ce sont des peptido-glycolipides dans 

lesquels les acides mycoliques, acides gras de 60 à 90 carbones, sont 

estérifiés par un polysaccharide contenant du galactose et de l'arabinose 

(arabino-galactane) (AZüMA et coll. , 196922; MISAKI et ~ 1 1 .  , 1970f6'; une 
fraction azotée contient des sucres aminés (N-acétyl-glucosaniine et acide 

N-glycolyl-muramique) en liaison ester avec un peptide composé d'alanine, 

d'acide glutamique et d'acide alpha-epçilon-diamino-pimélique. Cette 

dernière fraction constitue le pptidoglycane qui est l'élément-clé des 

adjuvants mycobactériens d'origine pariétale. Le glycolipide serait asso- 

cié au peptidoglycane par une liaison phosphodiester (figure 2). 

Le WSA isolé initialement représentait la méme mlécule mis 

sans les lipides (acides mycoliques) . Puis, Arlette ADAM et coll. (1974 a3 et bf 
l 

ont démntré que l'arabino-galactane n'est pas non plus indispensable à 

l'activité adjuvante. Des préparations de WSA contenant rmins de 3 % 

de sucres neutres, et d'autres n'en contenant pas du tout, ont une acti- 

vité adjuvante sur la production d'anticorps et sur l'hypersensibilité 

retardée et induisent un granulome au pint d'injection. 

MïSAKï et coll . (1966f6kvaient déjà mntré que le peptidoglycane 
du BCG, ne contenant plus que 2,3 % de sucres neutres sous f o m  d'arabi- 

nose, stimule la résistance non sp5cifique de souris infectées par 

Staphylococcus aureus comne le font les parois entières de BCG. 1 
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Des peptidoglycanes très semblables ont été isolés de nombreuses 

autres bactéries et ont permis de préciser les structures impliquées dans 

l'effet adjuvant. NGüYEN-DANG et -11. (1973f"ranarquent une forte stimula- 

tion de 1 ' imnunité humrale &r les parois de C . m m u m  et de B. mqaterium . 
Des peptidoglycanes de B. mqaterium et d'E. coli (DAMAIS et coll., 19759: 

de Proteus vulgaris, Pbraxella et Neisseria (NAUCIEL et mll. , 1973f81pssè- 
dent une activité adjuvante hmrale et sur l'BR. 

On est ainsi arrivé à une structure minimum, conservant encore 

une activité adjuvante : le 3'-niramyl-dipeptide, c'est-à-dire la molécule 

d'acide muramique estérifiée par le dipeptide L-alanyl-acide-D-glutairique, 

qu'il est pssible d'obtenir par synthèse (ELUWZ et coll., 1974)'YbiS 

L'axabino-galactane semble responsable de l'effet arthrogène des 

parois, mais perdrait cette propriété en dessous d'une certaine longueur 
36 8 

(S'lXWUW-TüLL et coll., 1975). Ce qui explique la disparition de la polyar- 

thrite du rat avec le \GA, le POLY-A, le ST 208 et toutes les mlécules 

plus ,ptites. 

La possibilité de déclencher une encéphalomyélite allergique 

expérimentale (EAE), en melangeant du tissu nerveux ou des proteines myé- 

liniques avec des fractions mycobactériennes, n'existe qu'avec des frac- 

tions pariétales insolubles dans les solvants organiques. WSA et NAAF sont 

actifs à ce titre (MFIER et coll. , 1975)253 
La réponse anticorps augrrentée, observée avec l'ensable de 

ces adjuvants, semble liée au fait que ces substances sont des mitogènes 

des lymphocytes B : le N W S  est un mitogène B chez la souris (BONA et 

-11. , 1974;' et chez le lapin (EONA et coll., 1975f: corn 1 'est le ~ p -  

tidoglycane dlE. mli (DAMAIS et coll., 1975f Notons toutefois p u r  ce 

dernier ample que, réduit à son monomère (muramyl-dipeptide), le pepti- 

doglycane d'E. coli n'est plus mitogène alors qu'il est encore adjuvant. 

I;es peptidoglycanes ont un effet direct sur les structures de 

surface des macrophaqes, qui conduit à l'bmobilisation de ces cellules 

(HEYMER et COU.. , 1973)'6' 



La cire  C d'ANDERSON contient l e  cord-factor, l u i  aussi glycoli- 

pide - -  pariétal, res-nsable de l a  toxicité e t  peutêtre de la  virulence 
38 

des Mycobactéries pathogènes (H. BïCCH, 1950). JE cord-factor a é té  iden- 

t i f i é  rorrnie l e  6,6'-dimycolate de tréhalose (figure 3) (NOLL e t  Col1 . , 
1956f9 

IR md-factor, injecté par voie intraveineuse à des souris, à 

l a  dose de 10 à 20 m i c r o g r m s ,  produit des granulmes pulmonaires abso- 

lument identiques à ceux obtenus par une imminisation l e  BCG. FRs 

an i r~ux ainsi t ra i tés  sont protégéscontreles infections tuberculeuses 

p r  aérosol e t  contre les  tmurs puhonaires induites à l'uréthane 

(BEKJXRKUNST, 1969f Cette substance es t  ad jwante , puisqu' e l le  stimule 

l a  production des anticorps contre les  globules rouges de mouton lors- 

qu'elle e s t  injectée, à raison de 100 pg par souris, 5 jours avant l e s  

hématies, dans l a  mhe patte que les  cellules. Cet effet  adjuvant est 

observable tant que ~ s i s t e n t  les réactions in f l amto i res  déclenchées 

au point d'inoculation e t  dans l e  qanglion drainant, c'est-à-dire l n d a n t  

près de 30 jours. Ce glycolipide provoque l'accumulation des macrophages 

et leur transformation en cellules épithéliofdes (BMIERKüNSi', 19 71)'! 

k cord-factor est l a  seule substance isolée des Mycobactéries 

qgi soi t  corteuse de l a  propriété d'alcoolo-acidorésistance, caractéris- 

tique des techniques de coloration de ces bactéries. C'est lu i  qui est 

responsable du dévlop-t de l'hyper-réactivité aux endotoxines (SViER 

e t  coll. , 1958) 3 7 3  

IRs mêmes effets  ont été obtenus avec des analogues du cord- 

factor e t  notamnent avec l e  dipalmitate de tréhalose. 

~ e - d > ~ t ~ o n  - 
Introduit avec du BCG vivant dans un animal, l e  cord-factor 

stimule l a  multiplication des bactéries. Il désintègre l a  mmbrane m i -  

tochondriale e t  inhibe les  chaines de phosphorylation e t  d'oxydation 
2 0 2  O2 61s 

cellulaire (KATO . , 1971 e t  19731 . C'est une molécule hapténique 
qui n'induit l a  synthèse d'anticorps qui l u i  sont spécifiques que lors- 

qu'elle es t  couplée à une protéine s u p r t  (la sénrmaibumine rnéthylée, 

par exen-ple). Lie mrd-factor c-lexé à son anticorps spécifique n 'es t  
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Figure 3 

COR D- FACTO R : 6,6'- dimycolate de t réhalose 

2 ac ides  mycoliques identifiés chez M. smegmat i s  : 

d ' a p r è s  E. LEDERER, L a  Recherche, 1973,4 (n040, décembre) .  - 



plus toxique. De n&e, son acétylation complète l'inactive. Par ses 

effets toxiques, le cord-factor ~rotégerait le bacille tuberculeux des 

mécanismes cytolytiques des cellules réticulosndothéliales et lui. per- 
mettrait de survivre et de se développr dans les cellules animales 

(m, i953f3 

L'extraction des Mycobactéries par l'acétone et le méthanol 

1 m e t  d'isoler le MER (Fkthanol Extraction Residue) (WEISS et coll., 

l 1964)<? Cette substance de nature phoçpholipidique stimule le système 

l réticulo-endothélial et semble agir principalement sur les cellules T 

(développement d 'une HSR , inmunité cellulaire antitumorale , accroissenent 
du nombre de cellules formant des rosettes théta). I;e MER a cependmt 

un effet sur l'irmiunité humorale probablement par une action sur les 

cellules helper et peut-être également sur les lymphocytes B et les 

macrophages (JACûBS et coll., 1974)'!~ 

On sait le r61e principal des tubercule-protéines dans la révé- 

lation de l'hypersensibilité retardée tuberculinique. Du mélange complexe 

de protéines et de lipo-polysaccharides que constitue la tuberculine 

brute, ont été isolées des fractions plus simples : les divers tuberculo- 
344 

polysaccharides de Florence SEIBERT (depuis 1938) et surtout les PPD 
473bls 424 

(PurifieCi Protein derivatives) (SEIBERT, ~955~~3 Y ~ ~ ,  1968, 1969 ; 

TAKAEIASHI, 1969f! 

Ces dérivés protéiques purifiés sont des mitogènes B (SULTZER 
372 

et NILSSON, 1972) : ils déclenchent une production plyclonale d'anti- 

corps dans les cellules spléniques de souris nomales (NILSSON r 1372) . 288 
Cet effet est très rapide puisque l'augrwtation du taux d'anti- 

corps est sensible dès le 2ème jour. Ce pauvoir mitogène est indéwdant 

des lymphocytes T. 

Le PPD est également adjuvant pour la réponse humorale à un 

antigène donné. Il est milleur que le LPS d'E. coli, ou que le polysac- 

charide S III de pneumxoque pour une r2ponse spécifique des globules 

muges de mouton. Cependant, contrairement au LPS et au S III qui sti- 



mulent directemat les lymphocytes B, le  PPD nécessite l a  présence des 

lymphocytes T dans le cas d'une réponse spécifique à un antigène. 

Ajouté à des ce l lu les  spléniques hyperhunisécscontre des glo- 

bules rouges de mouton, le PPD augmente le nombre de ce l lu les  productrices .. 224 d'anticorps (KREISLER et  -WLL?3Rt 1974). Eh réponse secondaire, le PPD a g i t  

à des doses 100 f o i s  plus fa ib les  qu'en réponse p r i m i r e ,  les fo r t e s  doses 

é t a n t  &ne inhib i t r ices  de la ~roduct ion  d'anticorps. 

On voi t ,  par cette revue rapide des substances inmuno-stimulantes 

ext ra i tes  des Mycobactéries, que, si les progrès dans notre connaissance 

des structures porteuses d'une ac t iv i t é  adjuvante sont remarquables, l e  

mécanisme intime de cette action nécessite encore un certain nombre de 

travaux c o n t p l ~ t a i r e s .  Son élucidation apportera un élément primordial 

dans l a  carrpréhension du phénomène adjuvant. 





1 - LE MACROPHAGE DANS L'IMEJIUNITE CELLULAIRE 

~ng temps  relégué aux seules fonctions du nettoyage de l'orga- 

nime , le macrophage suscite, depuis quelques années, un renouveau d'in- 

t é r ê t  par le rôle fondarriental qu ' i l  joue au niveau des réactions spéci- 

fiques et non spécifiques de l'irmnunité. 

Nous avons vu son intervention, encore mal  élucidée, dans la 

réponse h m r a l e .  Examinons sa  participation dans l'immunité à médiation 

cellulaire. 

A) Rôle du macrophaqe dans l ' irranunité cel lulaire 

S i  les macrophages d'un suje t  normal sont capables de s'opposer 

au dévelo-ppemnt d'une grande variété de microorganismes (J3LANDEN et  col l . ,  
3 7  

1966), ceux d'un sujet  imunisé présentent des propriétés accrues et  mêmes 

nouvelles. E h  particulier,  leur pouvoir microbicide e s t  fortement augri.ienté 

e t  parvient à empecher le développemnt intrmcrophagique d'agents infec- 

tieux capables de se  muïtiwlier dans l e s  cellules phagocytaires mnonu- 

clées, t e l s  que BCG, Brucella abortus, Pasteurella ~ s t i s ,  Listeria mono- 

cytoqenes, Histo?lasnes, Toxoplasrnes e t  virus. Les macrophages ont étQ 

stimulés par le processus infectieux i n i t i a l .  

D'autre part, l e s  macrophages sont impliqués dans l e  r e j e t  des 

cellules t m r a l e s ,  surtout dans l a  phase précédant l ' intense vasculari- 

sation d'une tumeur (GORER, 195617 Il est en e f f e t  p s s i b l e  de transférer 

l'immrnité a n t i t m r a l e ,  ce transfert  étant  plus efficace avec l e s  cellu- 

les d'un exudat péritonéal, riche en macrophages, qu'avec les cellules 

ganglionnaires ou spléniques, principalment constituées de lymphocytes 
285 (cf. revue de NELSON, 1968). D e s  macrophages isolés ont prmis de trans- 

29 férer  l'irranunité a n t i t m r a l e  (BENNEIT, 1965) . 
Ehfin, les macrophages jouent également un r61e dans le rejet 

109 des greffes ( D m  et  coll., 1975) . 



Il est rapidement apparu qu'un certain degré de protection 

se développe simultankt vis-à-vis d'agents infectieux sans rapport 

avec celui qui est responsable de l'irrarninisation. C'est une résistance 

non spécifique qui peut, lorsqu'elle s'atténue, être réactivée par le 

germe spécifique de l'infection initale. 

Ainsi, les macrophages provenant d'animaux tuberculeux ou iirartu- 

nisés avec le BCG, montrent in vitro un pouvoir bactéricide important 
241 vis-à-vis de Listeria monocytogenes (MA-SS, 1964) , de diverses Sal- 

242 
mnelles (-SI 1968) ou de Brucella melitensis (ELBE= et coll., 

162 
1957), propriété corrélée par la résistance de ces animaux aux infec- 

tions par de tels gems. Des souris infectées pax Toxoplasm gondii 

ou Besnoitia jellisoni, protozoaires parasites, résistent à une infec- 

tion par Mycobacterium leprae (KRAHENBUHL et coll . , 197412.* 
C'est toutefois dans le cadre de l'imnunité antitmrale que 

cette activation non spécifique des macrophages a été le plus largenent 

analysée. Le traitement d ' animaux par BCG, Corynebacterium parvum, ou 

bien l'infection chronique à Toxoplasma gondii, Besnoitia jelliçoni 
168 169 

(HIBJ3S et coll., 1971 et 1972) augmentent la résistance de ces animaux 
35 159 

aux tmurs (BIOZZI et coll., 1959 ; HALPERN et coll., 1966) . 
Des souris infectss par le nématode Trichinella spiralis pré- 

sentent une diminution d'incidence de tutreurs rnana~ires naturelles 

(WEATHERLY, 1970fP3 

En général, les macrophages péritohéaux d'animaux ainsi inimunisés 

ont acquis un pouvoir bactéricide accru vis-à-vis de Listeria ou de virus 

et se montrent cytotoxiques pur des cellules huriorales syngéniques ou 

allogéniques en culture. 

La croissance du sarcome de Waiker est supprimée chez des rats 

infectés depuis mins de dix jours par Nippstronqylus brasiliensis, 

parasite nématode, et aufprientée chez les animaux infectés depuis 10 à 

30 jours. En revanche, le dévelo-nt d'un adénocarcinaw syngénique 

chez la souris est inhibé par l'infection à N. brasiliensis quelque soit 
207 le temps d'inoculation de la t m u r  ou du parasite (KEIIIïER et coll., 1971). 

U s  animaux résistants au parasitisme (Rats infectés par S. mançoni) rejet- 

tent des cellules tumorales BHK21, quelque soit le manent de leur aüminis- 

tration par rapport à l'infestation. L'inhibition de la greffe turriorale 

chez les h u x  réceptifs au parasite (Hamster) n'a lieu que si les 



64 
cellules cancéreuses sont injectées en rwrie temps que les cercaires. 

Administrées 30 jours après l'infection parasitaire les turrieurs ont une 

croissance facilitée (CAPRIN et coll. , 19721~: Ies mcrophages péritonéaux 
activés par l'infection parasitaire, ou &me simplement par une injection 

de protéose-peptone, transfèrent l'immmité antiturriorale à des animaux 
208 

syngeniques (KELLER et JONES, 1971 ) . Les macrcphages nomiaux en sont 
incapables. 

Une telle immmité non spécifique peut être instaurée in vivo 

et in vitro en traitant les mcrophages par les substances les plus diver- 

ses : endotoxines bactériennes, ARN bicaténaire (ALEXANDER et EVANS, 1971)6, 

polynucléotides synthétiques (JOHNSON et JOHNSON, 197 1 f8:t d'autres mlé- 

cules ayant par ailleurs une activité adjuvante (YASIIPHE, 1971f5 

B) Mécanisme de 1 'activation 

En injectant des lymphocytes inmnms, sensibilisés contre une 

tumeur, à des souris prteuses de cette tumeur, on observe la destruction 

des cellules néoplasiques, alors qu'in vitro, ces m e s  lymphocytes les 

laissent intactes. C'est la preuve de l'intervention d'un autre facteur 
126 

identifié carnie ëtant le macrophage (EVANS et ALEXANDER, 1970';~1972) . D'une 
manière générale, il est pssible de rendre les macrophages d'un arUmal 

nomial cytotoxiques vis-à-vis d'un organim pathogène,en lui transférant 

les lymphocytes thym-dépendants d'un animal imnunisé contre cet organis- 

m, à condition d'injecter en rGme temps l'agent infectieux ou des anti- 

gènes de cet agent. En présence de l'antigène auquel ils sont sensibles, 

les lymphocytes libèrent des médiateurs.(lymphokines) capables de stimu- 

ler les macrophages en augmentant leur pouvoir cytotoxique : les lympho- 

cytes thymo-dépendants d'une souris porteuse d'un l y m p h a  sont capables 

d'armer des macrophages normaux qui acquièrent alors une activité cytoto- 

xique sur les cellules cancéreuses (BENWIT, 1965). Les macrophages peu- 

vent être ainsi d s  avec les surnageants acellulaires de cellules lym- 
125 

phoïdes immunes incubées avec l'antigène (EVANS et ALEXANDER, 1971) . Cet 
armement spécifique des macrophages est réalisé par un facteur soluble 

libéré dans le milieu par les lymphocytes au nanent du antact avec les 

antigènes de l'oqanicnie-cible : ce facteur spécifique, EVANS et 
127 

AUXANlER (1973), lui ont donné les initiales S.M.A.F. (Specific Macro- 

phage Arming Factor). Il est produit par les lymphocytes thym-dépendants 



et, selon une suggestion des auteurs, aurait  une activi té cytophile pour 

le microphage e t  une structure de reconnaissance spécifique pm l a  

cellule-cible ( ~ o g l o b u l i n e  T ? FELDMANN e t  NOSSALI 1972ft1 

Des macrophages de souris deviennent également cytotoxiques en 

présence d'une a l l q r e f f e  : il est probable que l e  contact des lymphocytes 

d'origines différentes entralne une sécrétion de S.Y.A.F. 

2) 2bmawnt non sflécifique ------------ ---- 

Dans l a  cytotoxicité non sec i f ique  les macrophages sont é g a l e n t  

&S par des lymphokines produites F r  les lymphocytes incubés avec l 'an- 
236 

tigène auquel ils sont sensibles (LQHMANN-MA-S et coll . ,  1973 ; 
221 

-üHL et col l . ,  1973). C a r  l ' e f f e t  inhibiteur de l ' infection par 

Nippostrongylus brasi l iensis  sur l a  croissance d'une tmur chez la  souris 

est supprimé par traitement des animaux au sérum antilymphocytaire 
208 

(KELLER e t  JûNES, 1971). Or l e s  surnageants de culture des lymphocytes 

d'animaux h u n s  n'ont pas d'act ivi té cytotoxique, mais rendent cytotoxi- 
193 ques des macrophages normaux (JONEÇ e t  YOUMANS, 1973). C'est donc bien 

un facteur soluble lymphocytaire qui arrne les mcrophages. De nombreux 

auteurs ont identif ié des produits activateurs du mcrophage, libérés 
147 

par les lymphocytes : MUYLES e t  coll . ,  1973'~; G O W  et co11. , 1971 i 
24 4 

KRAHENBUHL e t  R E N I N I D N I  1971?2P MACKANESS, 1971 ; PA'ïTERSûN et  YOüMANS, 
303 

1970. Ces  divers facteurs qui arment non spécifiquement les  macrophages 

sont globalemnt désignés actuellemnt sous l e s  in i t i a les  de M.A.F. 

(-Macrophage Arming Factor) . 
Notons ici que les macrophages doivent ê t r e  présents pendant 

la culture des lymphocytes T sensibles à des antigènes thym-dépendants 

pour que certaines(sinon toutes) lymphokines soient produites, t e l l e s  que 

facteur chernotactique des monocytes (CFT) et  facteur d'armement des ma- 

crophages (MAF), alors qu'avec un antigène thymo-indépendant, les lynpho- 

cytes B seraient activés directenwt e t  capables de sécréter leurs lym- 
396 

phokines (NAHL et col l . ,  1975). L'on re t rowe dans ce t te  différence de 

carroprtemnt, le schéma d'activation des lymphccytes déjà décr i t  dans 

la réponse humorale. 



A &té des lymphokines, les macrophages puvent être armés 

par des anticorps cytophiles, soit de la classe IgG (GRANGER et WEISER, 

1966)'y soit de la classe IgE (CAPRON et coll., 19757: 
1 

Ehful, des macrophages stimulés in vivo par de la protéose- 

peptone sont capables d'inhiber in vitro le développement de tmurs syn- 

géniques (-RI 1973)'y9 

Si l'amemnt des macrophages par un facteur spécifique ne pose 

pas trop de problh quant à la sélectivité d'action des celldes sur la 

cible, il n'en va pas de même dans le cadre de l'hunité non spécifique. 

Çelon quel critère les macrophages armés "choisissentw-ils pamll toutes 

les cellules de l'organisme celle qui doivent être détruites ? 
169- 

HIBBÇ et coll. (1972) erriettent l'hypothèse que l'action non spé- 

cifique des macrophages armés s'exerce à l'encontre de cibles présentant 

des caractéristiques anormales de croissance. PIESSENS et col1 . (1975)310 
constatent de même que l'activité antiturriorale non spécifique de mcro- 

phages d s  par des surnageants de culture lymphocytes-antigène, s'exerce 

contre des cellules tmrales syngéniques, mais pisevis-à-vis de cellules 

syngéniques nomles. Ces observations sont malheureusment en désaccord 
192 

avec celle de JONES et coll. (1975) qui notent que des souris stimulées 

intrap5ritonéalement par du Corynebacterium tué ont des mcrophages cyto- 

toxiques pour des cellules ehryonnaires syngéniques nomles. La cytoto- 

xicité est mesurée par relargage de chrome 51, méthode put-être plus 

sensible que l'incorporation de thymidine tritiée dans le DNA des cellu- 

les tumorales habituellement utilisée dans les tests antitumoraux. Cette 

cytotoxicité est abolie par le traitement des macrophages à la trypsine. 

Remarquons toutefois pur tenter de réconcilier ces observations 

apparamnent contradictoires, que les cellules anbryonnaires choisies par . 

JONES sont également des éléments à croissance "anormale". 

Que ce soit par des facteurs lymphocytaires ou des factews séri- 

ques ~oglobulinigues, dans l'imunité spécifique corn  dans l'inanunité 

non-spécifique, les macrophages armés ne sont "activés" qu'au m e n t  du 

contact avec l'organisme-cible (EVANS et ALEXANDER, 1972f2~ 

Que se passe-t-il dans les macrophages au morrent de leur acti- 

vation et quel est le support de leur cytotoxicité. 



C) Mécanisrries cel lulaires de l a  -toxicité 

L'une des premières manifestations de l 'activation des macropha- 

ges e s t  une endocytose accrue (phagocytose de p r t i c u l e s  ou pinocytoses 

de milieu liquide) : les particules de carbone (clearance du carbone) ou 

des germes radiomarqués sont plus rapidement éliminés de l a  circulation 
33 

sanguine chez les animaux tuberculeux (BIOZZI et  col l . ,  1954) ou imnruni- 

sés par Salnonella typhi (BIOZZI et c o l l  . , 1955yet Corynebacterium par- 

wm (HALPERN et coll . , 1963ft8 11 en est ainsi avec l a  plupart des agents - 
qui déclenchent l 'activation des macrophages. Ces cellules pssèdent 

sous l a  rriembrane plasmique un réseau de microfilaments de type actomyo- 

sinique qui semble jouer & rôle  t r è s  important dans 1 'endocytose 
7 

(ALLISON e t  col l . ,  1971). Ce système est bloqué de manière réversible 

par l a  cytochalasine. La n%w substance inhibe l e  phénomène inverse 

(l'exocytose d'histamine e t  de sérotonine) au niveau des mastocytes au 

m n t  de l a  fixation d'un antigène sur l e s  IgE spécifiqces localisées 

sur l a  meinbra:e mastocytaire. Ehdocytose et exocytose nécessitent la  
+t 

présence d'ion la (RABINOVITCH, 196771~ 

Parmi les facteurs avancés pour expliquer ce t  accroissanmt de 

la phagocytose, les plus importants semblent l es  opsonines e t  les anti- 

corps cytophiles. Les anticorps cytophiles ont é t é  définis par BOYDEN 
45 

(1964) m des ccsropsants globuliniques du sérum qui s'attachent à 

certaines cellules en l e s  rendant capables d'adsorber spécifiquement un 

antigène. Ces anticorps sont le plus souvent de l a  classe des IgGZ chez 

la souris et le cobaye. Les macrophages pxsèdent des récepteurs spéci- 

fiques des IgG et des 1 (HüBER e t  F'üDENBERG, 196d71 HUBER e t  coll . ,  
178 

1971). Le traitement par l a  trypsine abol i t  l a  capacité de destruction 

de l a  cellule-cible, ac t iv i té  qui e s t  retrouvée par incubation des macro- 

phages dans le sérum d'un animal irmnin. 

La fixation des anticorps cytophiles aux macrophages les rend 

spécifiquemnt récepteurs aux antigènes des cellules-cibles, permettant 

leur spécifici té d'action. 



La présence sur la membrane maamphagique de récepteurs p u r  

le  fragmnt Fc des ~ o g l o b u l i n e s ,  rend les macrophages capables d'adhé- 

rer à des cellules recouvertes d'opsonines, anticorps spécifiques des 

antigènes de l'organisme-cibYe, fixés par leur extrêmité Fab, e t  dont l'ex- 

t r h i t é  Fc est disponible p u r  les récepteurs du macrophage. L'étroit  con- 

t a c t  qui découle de l a  fixation du macrophage à la cellule-cible, par 

les anticorps cytophiles ou par les opsonines, conduit so i t  à l'endocy- 

tose, so i t  à l a  lyse. 

La fixation d ' ~ o g l o b u 1 i n e s  natives n'induit pas d'endocy- 

tose. En revanche, l a  jonction de l 'anticorps à son déterminant antigé- 

nique spécifique, induit une altération de configuration (transition 

allostérique) de l'immunoglobuline, qui se répercute au niveau du récep- 

teur Fc du macrophage e t  déclenche le processus d'endocytose e t  d 'act i-  

vation. C ' e s t  a insi  que des ~ q l o b u l i n e s  aggrégées par chauffage 

sont s u f f i s ~ t  al térées pour induire ce mécanisme (HESS et LUSCHEX, 
166 

1970) et  que certains irrnnuncon@lexes sont rapidenent endocytés (SORKIN 
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et BOYDEN, 1959). Leur fixation entraîne l 'activatioq du macrophage 
163 

(HEISE e t  col l . ,  1968). Une activation semblable est obtenue au m m t  

de l a  fixation d'un macrophaqe à l a  cellule-cible par l'intermédiaire des 

anticorps cytophiles (ALLISON, 1972y. 

Il faut  noter toutefois que ces anticorps cytophiles sont faci- 

lement déplacés : il est probable que la faci l i ta t ion de la croissance 
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t m r a l e  observée par KELLER e t  JONES (1971) chez des ra t s  infectés f-r 

Nippstronqylus brasiliensis depuis plus de 10 jours est l a  conséquence 

d'un tel  d é p l a c m t .  En e f f e t ,  l e s  anticorps cytophiles anti-tumoraux 

seraient dSplacés à la surface des macrophages par l'inondation des 

anticorps cytophiles à spécifici té parasitaire, entraînant une augmen- 

ta t ion de la croissance de la tumur .  Cet e f f e t  de facil iat ion e s t  d ' a i l -  

leurs transférable par le sérum des r a t s  parasités. 

L'injection du dérivé protéique purifié (PPD) qui est une fornie 

purifiée de la  tuberculine, dans l a  cavité péritonéale de r a t s  immunisés 

par BCG, f a i t  chuter le nombre de macrophages péritonéaux (NELSON e t  
284 

BOYDENI 1961:8219632? NELSON e t  NORTH, 1965). Les macrophages q u ' i l  est 

encore possible de récupérer, ne f o m n t  pas de rosettes avec des hématies 



recouvertes de PPD. Cette réaction négative est due au blocage des anti- 

corps cytophiles présents sur les macrophages, par le PPD injecté avant 
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le prélèvent de 1 'exudat péritonéal (SODCMANN et HAFERKAMP, 1969) . 

L'accroissemnt de la phagocytose sable donc une conséquence 

de la fixation d'insmincc9nplexes à la surface des macrophages. En plus 

des récepteurs du Fc, les macrophages possèdent des récepteurs pour le 

ampsant C3 du complémnt, qui leur permettraient la fixation d'irrpnun- 

complexes prteurs du cmplément, ou au mins du C3, entraînant l'acti- 

vation et l'endocytose (WELLEK et coll., 1975f0~ 

Enfin, 1' endocytose est accrue par des préparations contenant 

de 1 'interféron (HUANG et coll., 1971fT6 

2) Mobilité diminuée -------------- 

Wrsque s'installe l'hypersensibilité tuberculinique chez le 

cobaye, les lymphocytes incubés avec du PPD provoquent un arrondissement 

des macrophages péritonéaux d'un animal normal. Les ?hagocytes perdent 
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leur mbilité et s'aggrègent aux lymphocytes (SAT,VIN et coll., 1971). 

Ces e s  transformations des macrophages s'observent avec les 

surnageants acellulaires des cultures de lymphocytes avec l'antigène 
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auquel ils çontsusceptibles. GALINDO (1972) observe en microcinémato- 

graphie un phénomène analoque avec des macrophages alvéolaires de 

lapins, urarninisés par du bacille tuberculeux, en présence de PPD : 

les macrophages non seulment f o m t  des m s  mais fusionnent en cellu- 

les géantes multinucléées telles que RûKïTANSKY en décrivait en 1 ~ 5 . 5 ~ ~ '  

dans les tissus tuberculeux, et telles qu'on en trouve dans toutes les 

réactions inf lmtoires d ' hprsensibilité retardée au point d ' injection 
de l'antigène spécifique. Cette perte de mobilité est mise en évidence 

et utilisée en diagnostic dans l'inhibition de la migration des macro- 

phages par le M.I.F. (facteur inhibiteur des macrophages, lymphokine 

produite par les lymphocytes ininuno-compétents) . 
Il est à noter que l'injection de M D  quelques heures avant 

l'implantation d'héptoqtes tumoraux au même site supprime la croissance 

de la tumeur (BERNSTEIN et col1 . , 1971?? L'analyse histologique du site 

de la réaction ne le distingue pas d'une réaction d'hypersensibilité retar- 

dée : infiltration lymphoqtaire et cellules épithélioïdes géantes. 



Cette observation rejoint celle de Mc GREGOR et m 1 E  (1975f3' 

qui montrent que la croissance du prasite Francisella tularensis est 

inhibée au niveau du point d'inoculation lorsqu'il est injecté en d- 

lange avec du BCG chez m animal irrânun à Listeria. Cette inhibition n'a 

pas lieu si l'on inverse les germes _par rapport au germe d'inanunisation. 

Les auteurs notent une abondante infiltration de monocytes et de lympho- 

cytes au point d'inoculation du mélange parasite-bactéries. 

L'injection intraveineuse de l'antigène spécifique chez un 

animal hprsensible est suivie de l'apprition danssonsérum de deux 
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lphokines :MIF et interféron de type II (SALVIN et coll., 1973, 1975 ; 

YOUNGNER et SALVIN, 1973)~:~ 

Cette immbilisation des macrophages favorise la fixation de 

l'agent infectieux au pint de pénétration dans l'organisme et crée un 

microenvironnmt défavorable à son développgnent, étant agressé par 

les mécanismes de cytotoxicité spécifique et non spécifique localement 

activés. 

3) Surface difiée ---------------- 

L'altération de la mobilité et de la forma des macrophages est 

probablemnt liée au fait que la surface des phagocytes activés par un 

médiateur est mdifiée : l'adhérence des cellules au support est très 
121 

forte pendant 48 heures (DY et coll., 1974) et la mobilité des voiles 
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hyaloplasmigues est auqentée (NATHAN, 1971), l'activité de l'adényl- 

cyclase membranaire (REM0LD-û ' D3NNELL et RDDLD, 1974 ?'ét 1 ' incorpra- 
tion de la glucosamine (HAWND et DVORAK, 1972)16%ont égalanent accrues. 

La microscopie électronique révèle une décroissance de la den- 

sité aux électrons du matériel de surface (DVORAK et coll., 1972)'19 

L'activation in vivo entraîne égaleroent des altérations de surface 

(*MACIWESS, 1970).~~et éclaircissement de surface dans les images 

de microscopie électronique s'obsewe aussi in vivo au niveau des macro- 

phages qui prticipent au rejet de tumeur, ainsi que d-s les macropha- 

ges inhibés par le MIF (DTX)FAK et coll., 1973)':O 



IRs cellules tmrales et les cellules transfodes présentent 

aussi des altérations de surface, telles que différence de charge, diffé- 

rence d'agglutinabilité F r  les lectines, différence d'activité glycosyl- 

transférase et modifications des glycoprotéines et des glycolipides. Il 

est tentant de supposer que les macrophages activés ont une capacité 

accrue de se fixer à ces cellules, et d'expliquer ainsi l'aprente sélec- 

tivité d'action des macrophages vis-à-vis de cellules néoplasiques. 

4) Production de toxines .................... 

Des cobayes sensibilisés par du BCG, ou de la sérumalbumine 

picrylée, ou de la gam-globuline bovine, pssèdent des macrophages qui, 

en présence des lymphocytes et de l'antigène sensibilisant, sont armés 

pour développer une imprtante bactéricidie vis-à-vis de Listeria mno- 

cytogenes. Or cette activité listericide subsiste après élimination par 

lavage des lymphocytes et des antigènes ( S I N I N  et SHEAGREN, 1971F3 

Par conséquent, les macrophages mettent en oeuvre un mécaniçme 

de cytotoxicité propre déclenché par le contact avec la cellule cible. 

Après 48 heures de culture avec les cellules cibles (EJANS et 
124 

ALEXANDER, 1970) ou 48 heures après l'activation par une endotoxine 
6 

(ALEXANDER et EVANS, 1971), l'activité cytotoxique disparait. Elle peut 

cependant être ranimée par une nouvelle stimulation par l'endotoxine 
31 6 

(RE333 et LUCAS, 1975) . Ces derniers auteurs ont identifié une toxine, 
libérée _par les macrophaqes, même normaux, dès leur fixation sur le 

support de culture in vitro et qui est produite pndant la période de 

cytotoxicité de 48 heures, mais dont le m ~ i m u m  est atteint déjà entre 

4 et 8 heures. Il y a moins de toxine dans le milieu lorsque les cellules- 

cibles sont présentes dans la culture. 
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SETHI et coll. (1974) ont identifié une substance listericide 

dans les surnageants de 5 heures de culture de macrophages péritonéaux 

d'animaux irrsmuiisés avec Listeria mnocytogenes en présence de germes 

tués. Les surnageants de ces cultures s'opsent à la croissance des 

bactéries in vitro et mntrent de la cytotoxicité vis-à-vis de cellules T. 

Le taux extracellulaire des enzymes lysoscsniales n'est pas plus élevé 

que celui obtenu avec des macrophages normaux cultivés dans les m s  

conditions. Ces mcrophages immuns présentent l'as-ct "activé" habituel 

et sont le siège d'une forte activité listericide intracellulaire. 



Plusieurs cytotoxines excrétées par l e s  macrophages ont é t é  

identifiées (HEISE e t  WEISERI 196916;4 PINCUS e t  coll. ,  1970~': M c  IVOR 
251 

et WEISER, 197124? KRA,WR et  GRANGEB, 1972223- e t  coll . ,  1974-; 

CALDERBN e t  col1 ., 1974f7 
1 

i'brpholcgiquemnt, le macromage activé est caractérisé par 

une augrwntation de l a  taille des cellules, un développement important 

de l 'appareil de Golgi, une augmntation du nombre des mitochondries et 
374 

des lysosones (SUTTON, 1967). C'est cependant essentiellarent au niveau 

du métabolisme que l e s  macrophages activés se distinguent des macropha- 

ges quiescents : l e s  e n z p s  hydrolytiques, localisées par fractionne- 
161 ment cel lulaire dans les lysosomes, augmentent f o r t a n t  '(HARD, 1970 ; 

334-5 
SAIXI e t  !%TER, 1965 ; JCGEPH, 1974f98 les  macrophages qui s ' a c d e n t  

localenient au niveau d'une réaction d ' hwrsens ib i l i t é  retardée présen- 

tent un net accroissement des activi tés béta-glucuronidase, béta-galac- 

tosidase, -0sphatase acide, succinodeshydrcqénase e t  cytochrome oxydase 

oxNNmB 
98 

ERG , 1968). Les taux enzymtiques de ces macrophages 

sont plus élevés que ceux relevés dans les  macrophages de n'importe 

quel autre point de l'organisme. 

Toutes les substances ou infections qui provoquent des réac- 

t ions inflarraoatoires i n  vivo, sont responsables d'une exocytose des 
99 

enzymes lysosorniales des macrophages : amiante (DAVIES e t  co l l . ,  1974), 
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plaque dentaire (PAGE e t  coll .  , 1973) , i.rmuncomplexes (0- e t  co l l .  , 
100 

1974f5 parois cel lulaires de Streptocoques (DAVIES e t  col l  . , 1974 ; 
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PAGE e t  coll . ,  1974?y21a cytochalasineB (DAVIES e t  co11. ,1973 . Ce relarga- 

ge massif et  rapide, se produit en absence de toute m o r t  cel lulaire e t  

s'accompagne d'un accroissement considérable du taux des enzymes cyto- 

plasmiques (lacticodeshydrogénase, leucine-béta-naphtylamidase, par 

ample) .  En revanche, la s i l i ce ,  qui est toxique p u r  l e s  macrophages 

et  dont l e s  groupements hydroxylés forment des ponts hydrogènes avec les 

phospholipides de l a  membrane macrophagique, ne provoque pas de relargage 

enzymatique. L ' m r t a n c e  de ce t te  exocytose dans l a  cytotoxicité médiée 

par les macrophages e s t  encore problématique. 



Il est possible que les réactions d'hypersensibilité retardée 
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provoquent in situ un relargage enzymatique (SAIT0 et SUFFR, 1965) . Les 
hydrolases acides, surtout la béta-glucuronidase, augmentent fortement 

dans le plam de souris vaccinézsavec du BCG. 

La plus grande partie des travaux consacrés à la stimulation 

des fonctions macrophagiques a été réalisée avec les divers lipopolysac- 

charides (LPS) (ou lipoplyosides) des bactéries gram-négatives . 
L'addition de LPS d'E. coli à une culture de macrophages péri- 

tonéaux de souris, donne une augmentation des phosphatases acides et de 

la béta-N-acétylglucosaminidase avec leur relargage sélectif dans le 

milieu. Il semble que la béta-glucuronidase et la béta-galactosidase ne sont 

pas stjmulées (AILISON et coll. , 1973)': Les enzyres non-lysosmiales 

(évaluées sur le taux de LDH et de leucine-naphtylamidase) doublent 

leur taux et restent dans les cellules. 

L'endotoxine de Sahmnella abortus equi active les macrophages 

Péritonéaux murins in vitro ( C o h l  et BENSO??, 1965)~~: au-tatim de la 

taille et du nombre des granules à activité phosphatasique acide, h p r -  

trophie de l'appareil de Golgi, augmentation du nombre et de la taille 

des lysoson-es (COHN et coll . , 19661~: Un microgr- par m l  de LPS aug- 

mente la phagocytose d'or colloïdal et de bactéries. 

Le LPS stimule l'activité bactéricide des plynucléaires (COHN 

et MORSE, 1960ret des macrophages (AUZINS et ROWLCI, 1962f1: ces dernières 

cellules voient également leurs phosphatases acides augmenter. WEISSIvSMJN 
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et THO= (1962) ont mntré que llinjecti.on au. jeune lapin d'endotoxine 

dlEnterobacter axogenes augmente la labilité des lysosomes isolés inimé- 

diatement après ; le taux serique des hydrolases acides s'accroit. Ces 

deux effets sont atténués par l'induction d'une tolérance à l'endotoxine 

(JANOFF et coll., 1962fa5 

L'exocytose enzymatique des macrophages est probablemnt la 

cause de l'hyperréactivité des animaux aux endotoxines, à la suite de 

certaines imnunisations. En effet, s'il faut injecter plus d'un milli- 

g r m  de LPS d'E. coli à des souris normales pour tuer la moitié des 

animaux et tripler le taux de béta-glucuronidase plasmatique, l'injec- 

tion de 0,4 microgr~s seulerwnt de cette endotoxine à des souris 

imnunisées par le BCG depuis dix à quinze jours, entraine la mrt de 



80 p. cent des aninaux et accroit de 100 fois le taux plasmatique de 

béta-glucuronidase. Par une série d'injections intrapéritonéales de doses 

minims mais croissantes de LPS, il est possible de désensibiliser les 

souris immunisées par le BCG. Ces animaux ne libèrent plus autant de 

-glucuronidase et leur mortalité diminue aux fortes doses de LPS. 

Or le taux intracellulaire (foie, macrophages péritonéaux, leucocytes 

sanguins) de cette enzym est identique avant et après désensibilisation. 

L'endotoxine intervient probablement au niveau de la membrane lysosorniale 

(S.I?Y> et SUTER, 1965f5 

Il a été possible de détoxifier 3 pq/mi. d'endotoxine de S a h -  

nella enteritidis p r  des extraits cellulaires de macrophages péritonéaux, 

alvéolaires et hépatiques de rats (les concentrations protéiques des 

extraits étant de 0,5 q / m l ) .  Avec les fractions lysosorniales de ces 

broyats, l'endotoxine est détoxifiée par des concentrations protéiques 

minhum de 12 microgramnes par ml. Les broyats de monocytes et de plpu- 

cléaires sont inefficaces (F~LKINS , 197123zt b)? 
Ces observations laissent supposer que les lysosomes des macro- 

phages jouent un rôle imprtantdansles germes pathocjènes d'une infection. 

Les parois cellulaires des streptocoques du groupe A produisent * 

également une activation des macrophages. Jusqu'à 10 pg/rnl l'augmntation 

des enzyrws est purement intracellulaire. Au delà et jusqu'à 50 ~~g/ml, il 

y a une forte exocytose des enzymes lysosorniales dans le milieu, sans 

traumatism cellulaire (les enz-ms non lysoscaniales augmentent dans les 

cellules mais ne sont pas exoqtées) . Chez le sujet normal , 1 ' injection 
de ces parois cellulaires p r o q e  une réaction inflmtoire chronique 

infiltrée de mcrophaqes (PAGE et coll., 1974?P2 

L'élévation du taux enzymatique lysosornial chez le macrophage 

activéconstitue-t-elleun mécanisrru3 de la cytotoxicité ? On peut se le 
170 demander car, si HIBBS (1974) a montré le passage de vésicules lysoso- 

miales dans les cellules-cibles, et par M. CAPFCN (1974ydes images 

de microscopie électronique présentant une véritable trépanation des 

schistosoniules de S. msoni par des pseudopiies rriacrophagiques, piu- 

sieurs auteurs ont relevé un blocage des mécanisms enzymatiques autour 

d'agents infectieux intracellulaires vivants : 



l 

HAKC et AFMSEW 
162 - G (1974) notent que les mycobactéries ingérées 

par des macrophages péritonéaux de souris in vitro, et contenues dans les 

phagoms peuvent être classées, par microscopie électronique, en deux 

catégories : "endannagées" et "intactes". La fusion des lysosomes secon- 

daires, marqués à la ferritine, avec les phagosorries contenant des orga- 

n h ~ s  endomnagés (présm5s morts) est générale pour toutes les espèces 

-bactériennes examinées par les auteurs. En revanche, la fréquence de 

fusion avec les phagoms contenant des populations intactes (probable- 

ment vivantes) semble dépendre de la virulence du g e m  pathogène, cette 

fusion étant beaucoup mins fréquente avec du bacille tuberculeux viru- 

lent qu'avec une souche avirulente. 
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Ie I&IE phéndne a été observé par JONES et HIRSH (1972) avec 

le parasite Toxoplasma gondii pur  lequel les lysosomes ne fusionnent pas 

avec les -hagosates contenant des parasites vivants. 

Ces éléments indiquent donc que l'agression enzymatique n'est 

pas le mécanisme de la cytotoxicité, mais qu'il conplète un ai d'autres 

processus mis en oeuvre par les macrophages contre la cible cbisie. 

6) Autres mécanims clrtotoxiuues ----------------- 

L 'existence d ' autres nécanims cytotoxiques dont disooseraient 
les macrophages pur vaincre les a9ents infectieux sont &aucoup plus con- 

jecturaux. 

Pour A U I Ç C i N  (1972?, 1 'un des mécani-s cytotoxiques du ~acro- 

phage pourrait être une activation locale d'une prtie du systèm du corn- 

p l k t  dont les macrophages possèdent plusieurs composants. De ~ u t e  

façon, la cytotoxicité des macrophages ne nécessite p s  de complément 

extrinsèque (w IW~R et WEISER, 1971f0 

FAWE et HEVIN (1971j2.8 quant à eux, soulignent 1 'importance des 

radicaux libres dans l'activité bactéricide des macrophages, dont l'origine 

serait le système transferrine-acide ascorbique. On sait que les macropha- 

ges synthétisent la transferrine, et leur teneur en acide ascorbique est 

importante. Il serait intéressant de connaître dans quelle nesure les di- 

vers imnunostimu1ant.s utilisés sont cawles de modifier l'efficacité bac- 

téricide d'un tel système. 



ie macrophage e s t  un acteur capital  des mécanisrries d'imnunité 

à dd ia t ion  cellulaire,  spécif igue et  non spécifique. Son intervention 

in vivo semble se produire en deux é t a w s  : 

a) une phase d '  "infolfmation" ou de sensibilisation, par des lymphokines 

sécrétées par les lymphocytes lorsqu' i ls  entrent en contact avec 

l'antigène auquel ils sont sensibles ; cette phase aboutit à l 'anremnt 

spécifique ou non spécifique du macrophage et à son attraction sur les 

lieux de l ' i n t ru s im  d'antigènes étrangers ; et  

b) une phase d'activation, lorsque l e  macrophage entre en contact avec 

l'antigène contre lequel il a é té  armé. 

Cet armement des macrophages est réalisé s o i t  par les média- 

teurs lymphocytaires, qui ont probablemmt une act iv i té  cytophile p u r  

les cellules phagocytaires mononucléées, s o i t  par des anticorps cytopi-?iles 

IgG e t  des réagines IgE. 

Quant à l 'activation des macrophages, e l l e  aboutit à les rendre 

cytotoxiques pour de nunbreux organismes, tels que bactéries, champignons, 

parasites, cellules tumorales ou greffes allogéniques. 

Cette activation se marque par une phagocytose intense ou par 

une adhérence t r è s  forte à l a  cible, deux phénmènes fac i l i t és  par les 

anticorps cytophiles e t  opsonisants. E l l e  se traduit é g a l m t  par une 

inanobilisation des macrophages au point d'action sur les cellules-cibles, 

inmobilisation qui semble ê t r e  sous l a  dépendance de lymphokines. 

Le macrophage activé voi t  sa  surface se moàifier. Il excrète 

des toxines qui semblent porteuses d'une inportante act iv i té  bactéricide. 

Son métabolisme s'accroit consid6rablement e t  r>rincit+laent son contenu 

en enzymes lysoscsniales hydrolytiques. IR rôle des enzymes dans l a  cytoto- 

xic i té  est cepridant loin d 'ê t re  c l a i r  : XEXANDER e t  EVANS (1971)6notent 

que les endotoxines bactériennes, qui déclenchent une for te  synthèse enzy- 

matique dans les macrophages e t  un relargage de ces protéines vers l 'exté- 

rieur, rendent des cellules e r i t onéa l e s  capables de tuer non spécifiquemnt 

des cellules-cibles avec lesquelles e l l e s  entrent en contact. 



Il est possible que l'activité cytotoxique soit la résultante 

de toute une gamne de mécanismes parmi lesquels il faut ajouter des compo- 

sants du coniplément que ~ssède le macrophage et l'intervention de radicaux 

libres dans un systhe d'oxydoréduction basé sur l'acide ascorbique et la 

transf errine . 
Ce tableau impressionnant des remarquables propriétés des ma- 

crophages activés ne doit cependant pas faire oublier qu'ils ne sont pas 

les seuls participants de l'hmmité cellulaire et que l'imnunité non spéci- 

fique à des limites : des rats imnunisés avec Listeria mnocytogenes s'oppo- 

sent à la croissance du m;Jne genne mais pas à celle du parasite Francisella 

tularensis, alors que des rats imrrninisés avec le parasite s'oppose à la 
239 croissance des deux tynes de micmrganisrnes (Mc GREGOR et LOGIE, 1975) . 

La carropsition chimique et le métabolisrri- de ces agents infectieux jouent 

probablenient un rôle prhrdial sur la nature et l'anpleur des rrécanismes 

hnunitaires stimulés. 

C'est ce qui conserve tout son intérêt à l'analyse biochimique 

détaillée des organisnies infectieux et de leurs diverses frmions. 

II - LE3 STl3ULAMCS DU MACROPHAGE 

Très peu de publications raprtent des expériences de stimula- 

tion directe des macrophages dans un système in vitro débarrassé des autres 

cellules susceptibles d'interférer. La plupart des observations concernant 

l'activation des macrophages ont été réalisées in vivo, où les interactions 

cellulaires jouent certainment un grand rôle. 

Canne nous l'avons vu dans le paragraphe précédent, les substances 

qui stimulent non spécifiquemnt les macrophages sont innombrables. 

La simple introduction de liquide de Hanks stérile dans la cavité 

péritonéale d'un anUnal déclenche une ascite où les macrophages constituent en 

quelques heures la population dominante. 



La banale injection intrapéritonéale d'eau physiologique modifie 

légèrement le taux enzymatique des macrophages par rapport à celui des cellu- 

les non "irritées". 

Cependant, cette simple irritation des mcro~hages est insuf- 

fisante pour activer efficacenent et durablement les phagocytes vis-à-vis 

des cellules-cibles. k s  substances stimulantes interfèrent directenent ou 

indirecteiwt avec des récepteurs de surface ou des canpsants de la membrane 

des macrophages, mdifiant ainsi leur métabolisme et leur physiologie, tel que 

nous l'avons décrit précédemment. 

A) Pd jwants -bactériens 

Certaines des fractions extraites des Mycobactéries, qui possè- 

dent une activité adjuvante sur l'irrnminité hmrale, aboutissent à une sti- 

mulation des macrophages. 

L'injection intrapéritonéale de cord-factor à des souris augnente 

l'activité phoswatasique acide des macrophages péritonéaux (B-ST 
26 et coll., 1971) et protège les animaux antre des infections non spécifiques 

ou contre la croissance d'une tumeur ascitique d'Ehrlich. 

Il se produit une h-portante infiltration de macrophages dans 

le granulcrre formé par le mrd-factor injecté en émulsion d'huile dans l'eau. 

au niveau des coussinets plantaires de souris, et dans les ganglions àrainants. 

L'injection intratunorale de parois délipidés et déprotéinisées 

de BCG additionnées de cord-factor en émulsion dans l'huile, permet la régres- 

sion des tumeurs chez 83 % des animaux, alors que les m i s  seules ne donnent 
28 que 33 % de régressions (BEKIERKUNST, 1974). 

2) La cire D 

KELLER et SOIIKhl ( 1967}m8nt proposé le t- de cytotaxines p u r  

les substances douées de propriétés chernotactiques pour les macrophages et les 

autres leucocpes. Telle serait la cire D qui présente une importante activité 



granulamateuse lorsqu'elle est injectée dans une h l s i o n  d'eau dans l 'hui le  

(WJ3ITE et mil., 1955f0 Cette act iv i té  e s t  cepndant t r è s  faible lorsque l a  

cire D est introduite sur des goutelettes d'huile en suspension dans l 'eau 
27 

(BERKIERKUNST e t  coll. ,  1971). Les macrophages i n f i l t r é s  dans les grandoms 

sont fortement activés. 

Le résidu de l 'extraction méthanolique des mycobactéries stimule 

l a  résistance aux tmurs en ~ t e n t i a l i s a n t  la réponse cellulaire aux antigènes 
227 

tumraux (KUPERMAN et coll . ,  1972). Les macrophages participent efficacemnt 

à l ' ac t iv i té  anti-tumorale induite par cet  extrai t .  

Le plyglycane-+ycopeptide azoté de Danièle ?/IIGLIOIZE e t  JO- 
2 57 

(1972) ne stimule pas l e  pouvoir phagocytaire du système réticulo-endothélial 

de l a  souris, mais montre une certaine action a n t i - t m r a l e  (CERNER e t  coll., 
1974fP9 

Le facteur ~ ~ ~ b a c t é r i e n  adjuvant e t  a n t i t m r a l  stimule l'imrm- 

n i t é  antitumorale lorsqu' i l  est injecté avec des cellules leucémiques tuées 
172 

(HIU, 1972). S'agit-il d'une activation directe des macrophages ou d'une 

stimulation spécifique par les lymphokines dont la production est fac i l i t ée  

par la présence de MRFlF ? Il e s t  d i f f i c i l e  actuellement de l e  préciser. 

190 
JOHNSON et col l . ,  1974 ont obtenu une activation i n  v i t ro  des 

macrophages en incubant des cellules d'un exudat péritonéal de souris pendant 

18 à 24 heures avec 50 pg de WSA. Les cellules présentent une cytotoxicité de 

50 % vis-à-vis de cellules leucémiques syngéniques. 



L'Interphase Material, isolé au cours du fractionnenent de parois 

de M. smeqmatis par des solvanes organiques et qui est une préparation micropar- 

titulaire, riche en lipides, est capable d'activer in vivo et in vitro des 

macrophages qui deviennent capables d' mhiber ' la croissance du mastocytame 

B) Autres stimulants des macrophages 

128 L'extrait bactérien phospholipid~ique de FAWE et HEVJN (1975) accé- 

lère la clearance de Kiebsiella ou de Salnionella chez la souris. Le pouvoir 

bactéricide des macrophages héptiques et spléniques est très augmenté envers 

Listeria. Ce mélange de phospholipides, extraits de toute une série de bacté- 

ries, n'est ss toxique et n'entraine que peu de &fication de la fomnile 

sanguine ; on ne note pas d'aplasie thymique ni d'hépato et de splénm5galie. 

Il serrble que l'EBP, qui est égalmt un mitgène B I  agisse 

principalment sur les macrophages, améliorant ainsi la coopération T - B 
lymphocytes dans la réponse humorale (MARCHAL, 1975)*?O 

ie mitogène hydrosoluble de Nocardia stimule in vivo et in vitro 

des macrophages qui deviennent capables d'wber la croissance de masto~y- 

torii-s et celle des cellules L 1210 (&NA et coll., 1974ju)b's 

Ce microorganisme donne des macrophages cytotoxiques merrie chez 

dessouris thymodéficientes, alors que le polynucléotide synthétique ply 1 : C 
n'agit pas chez des souris sans th.jnmcytes (KCDDRLJFF, 1974f2 



4) Le LPS ----- 

Les endotoxines des bactéries gram-négatives (en général le lip- 

polysaccharide d'E. coli ou celui de S. typhosa) sont responsables d'une forte 

augmntatim des activités lysosaniales des macrophages (ALLISON 1974)'; 

GERY et WAKSIAN (1972)'46indiquent que les macrophages traités 

par le LPS libèrent un facteur qui stimule les lymphccytes. Ce même facteur 

a été partiellement purifié par CALDERON et mll. (1975). Il faut rapprocher 

ces observations de celles de DlXTWI'STEIN et UïMER (1975)'O&.1i notent que la 

stimulation de la synthèse d'ADN par les lymphocytes lors d'addition exogène 

de GMP nécessite la présence des macrophages. Ceux-ci relarguent un facteur 

non-dialysable, actif égalment en présence d'autres mitogènes (PHA, LPS) et 

qui stimule essentiellesrient les lyrrphocytes T. Ce nucléotide cyclique serait 

donc mitogène, au mins partiellmt, F r  l'intermédiaire d'une activation 

des mcrophages. 

5) Signalons enfin que de très faibles guantités d'his- .. 
tamine augrentent l'activité @-mgocytaire des mcrophages (KATO et GOZSY, 

201 
1964), dcanisme qui purrait intervenir dans le problh principal de notre 

travail : l'imrnuiité à la réinfection dans la schistoçomiase expérimntale. 

CONCLUSION 

Nous évoquions, dans l'introduction du chapitre 2, le bienfait 

que constituerait l'identification et l'isolement de constituants actifs soit 

sur l'imrninité à médiation hwrale, soit sur l'hunité à médiation cellulaire, 

selon le but souhaité de la thérapeutique.' 

Or, il apparait qu'avec la plupart des substances actuellemnt 

isolées, il est possible de stimuler aussi bien l'un que l'autre t p  d'ircrnu- 

nité, en partie parce que le macrophage intervient aux deux niveau pour 

augmenter l'efficacité des rnécanisms. 

Cependant, il convient de mettre à part le muramyl-dipeptide 

isolé de la paroi de la plupart des bactéries, mintenant synthétisé indus- 

triellmt, et qui semble être un adjuvant purement hmral. On aurait là 

une structure, sinon la structure, de base des substances stimulatrices de la - 



synthèse des ~ q l o b u l i n e s .  Il est possible que l ' h u n i t é  cel lu la i ref  

quant à e l l e ,  puisse ê t r e  p t en t i a l i s ée ,  e t  e l l e  seule. par d'autres molé- 

cules bien définies. Il apparaîtrait  alors que si le rmcrophaqe intervient - - 

dans l 'un et  l 'aut re  cas, c 'es t  par l 'activation de deux fonc t ionsd i~ t inc t e s~  

déclenchées chacune par l'une des mlécules attachées à ce rô le  et  contenues 

dans les microorganismes. capables de d é v e l o p r  l'inununité spécifique e t  non 

spécifique. 11 n'est  d 'ai l leurs pas exclu que ces deux fondions dist inctes 

soient assurées par des classes différentes de macrophages que l'expérimenta- 

t ion c m n c e  à révèler (-, 1974)?7 



T R A V A U X  P E R S O N N E L S  



INTRODUCTION 

L'irmnmité à la réinfection par Schistosama mansoni chez le 

rat, se caractérise par une hprtante augmentation des ~oqlobulines E 

(OU réagines) . 
Or, l'un des mécaniçnies principaux par lesquels les ankmux par- 

viennent à détruire les larves de réinfestation et à se protéger contre une 

nouvelle infection, est constitué par l'armement spécifique des macrophages 

avec les IgE et plus précisbt avec des immunccarrplexes IgE-antigènes para- 

sitaires lorsque ceux-ci sont libérés dans la circulation au cours du rejet 

des vers adultes de l'infection initiale. 

Cet anremnt des macrophages leur permet, au mins in vitro, 

d'adhérer étroitement et durablenient aux schistoscanules et d'exprimr une . 
cytotoxicité importante capable de tuer un fort pourcentage de larves en 

une vingtaine d 'heures. 

Dans ce travail, nous avons cherché, par l'utilisation de quel- 

ques substances adjuvantes, à stimuler non spécifiquenient l'activité métab- 

lique des macrophages pur augmenter leur cytotoxicité dans le systèrrie in vi- 

tro macrophage - IgE - schistosomules. - 
Pour cela, nous avons tout d'abord testé l'effet d'un certain 

ricrmbre de substances, in vivo et in vitro, sur des macrophages péritonéaux 

de rats normaux, en msurant le taux intra et extracellulaire de quelques 

enzymes lysosamiales et cyto~lasmiques. 

Puis, nous avons am@ les macrophages, ainsi activés, avec les 

IgE contenues dans le sérum de rats infestés depuis des tempç variables, et 

avons évalué leur cytotoxicité vis-à-vis de larves de schistoso~[~-s marquées 

par du chrame 51 radioactif. I;e chrare, fixé sur les protéines intracellu- 

laires, est relargué dans le milieu de culture à la mrt des cellules et 

pemiet de juger de l'intensité de l'agression macrophagique sur sa cible, 

par la mesure de la radioactivité C J ~  libérée dans le surnageant. 

L'activation du macrophage a donc constitué l'une des voies 

de potentialisation du mécanisme destructeur des larves par ces cellules. 

L'autre aspect du problème est lié aux ~oglobulines E. 



Le taux sérique global des IgE augmente forteirvtnt entre le 

20& et le 4 0 k  jour de l'infection par S. msoni chez le rat Fischer, 

pour atteindre un nmximum entre 40 et 50 jours. Nous avons cherché à poten- 

tialiser la production de ces, imnuncxjlobulines en injectant aux animaux, 

au m m n t  de l'infestation expérimentale, des adjuvants hmraux suscepti- 

bles d'augmenter le taux maximum observé chez les animaux non irrnnunostimulés. 

Nous avons utilisé : une bactérie connue pour son effet poten- 

tialisateur des réagines : Bordetella pertussis (agent de la coqueluche), le 

LPS de Salmonella typhosa (a-t de la typhoïde), une lipoprotéine extraite 

du liquide hydatique du parasite Echinococczis granulosus, le WSA (Watersolu- 

ble adjuvant) isolé de wcobacterim smeptis, et un antigène mycobactérien 

isolé par nousmêmes de M. smeqmatis et PI. phlei. La première partie du 

chapitre suivant a p u r  but de décrire l'isolemnt, la caractérisation phy- 

sico-chimique et les propriétés biologiques de cette dernière substance. 





1 - ISOLEDENT D'UNE F'RACI'ION ANTIGENIQUE ! ? X C X ) m  : L'AWTIGENE R (Ag R) 

L'étude des antigènes des Mycobactéries a fait l'objet d'innm- 

brables recherches, non seul-nt depuis la découverte du bacille de KOCH, 

mis surtout depuis l'observation de l'effet irrPnunostimulant spécifique et 

non spécifique de ce genre bactSrien dans les divers su~ports adjuvants uti- 

lisés en irmiunologie. 

Ces travaux présentent trois intérêts principaux : 

a) classification des -Mycobactéries, 

b) compréhension de leur pouvoir pathogène, et 

c) ccmpréhension de l'effet stimulant exercé par les fractions chimiques et 

les constituants cellulaires de ces microorganims sur le système hnuni- 

taire de l'hôte. 

Des recherches, initialement à but taxonanique (R005 et coll., 

1967~?~2t bf:4nous ont conduit 2 isoler un antigène spécifique des Yycobac- 

téries, dont nous mns examiné l'effet imnunostimulant dans diverses situa- 

tions irr~unologiques . 

A) Obtention de l'antigène 

I;e fractionnement a été originellemnt réalisé sur Mycobacterium 

phlei, souche saprophyte non ~tbgène à croissance rapide, puis étendu à 

d'autres espèces. 

Selon la quantité de bactéries nécessaire, une culture de Myco- 

bacterium phlei 689 (Hauduroy, Lausanne) est réalisée soit en fiole d'un 

litre, soit en fermenteur de 15 litres, sur un milieu synthétique sans pro- 

téines ni peptides : le milieu liquide de SAUTON (cf. pages techniques 1 78) . 



Après cinq à s i x  jours de culture agitée ou en voile à 37OC, 

les bactéries sont en phase e p n e n t i e l l e  de croissance. E l l e s  sont recueil- 

lies stérilement et lavées à l 'eau d i s t i l l ée .  Une f io le  à toxine d'un litre 

de milieu fournit une dizaine de gr- (poids humide) de bactéries, un 

fermenteur de 15 1, 150 à 200 g. 

La masse bactérienne e s t  broyée, s o i t  par cryobroyage pour 

des quantités supérieures à 10 'g (RûûS e t  coll., 1967b?:4soit par l a  zéolithe 

(aluminosilicate de synthèse) p u r  les masses bactériennes inférieures à 

10 g (JOSEPH e t  coll. ,  1970) (cf.  pages techniques 178). 

Les broyats repris  dans un tampon Tris ~ o - ~ M ,  MgC1210-k 

pH 7,2, sont sounis à une centrifugation à 600 g pendant dix  minutes p u r  

éliminer l e s  bactéries intactes qui subsistent. 

Puis une centrifugation du surnageant précédent à 12.000 g 

pendant une heure, sépare les parois bactériennes et  grands fragments de 

membrane cytoplasmique d'un surnageant constitué des éléments solubles e t  

particulaires du contenu cellulaire.  

Dans nos conditions de préparation (50 ml de Tris -mur 10 g 

-poids humide- de bactéries),  ce surnageant 12.000 g (ou S2) contient de 
2 37 

10 à 15 mg de protéines par ml (dosage de XWRY -1951- avec l a  sérumalbu- 

mine cmnw référence). ï3-1 électrophorèse sur gel  d'acrylamide, à pH 8 , 3 ,  il 

présente un grand ncmbre de protéines. Injecté en sous-cutanée à des lapins, 

émulsionné avec de l'adjuvant i n c o ~ l e t  de Freund (injections hebdomadaires 

dans les flancs pendant deux mis, d ' l  ml.de surnageant émulsionné avec 

1 m l  d'adjuvwt huileux), ce surnageant fournit un sérum riche en anticorps 

précipitants, mis en évidence par innnunodiffusion en gélose (technique 

d ' c u c ~ N Y ? ~ ~ ~  en irmauioéIectrophorèse bidimensionnelle (LWRELL, 19 6 5 1 ~ ~ '  

(cf. pages techniques 1 8 2 ) . 
1 Parmi tous l e s  antigènes mycobactériens ainsi  révélés, il 

en est un qui apparait précocement e t  de manière t r è s  nette par r a p r t  aux 

autres (clanche 1). 



- 
Contenu cel- 

8 lulaire M.phlei 

PLANCHE 1 



3) Isolement de 1 'antigène R 
cm-------------- ----- 

Une étude du fractionnant des antigènes du surnageant S2 avait 

-duit RCQS (1970f2% déposer ,cette solution sur un gradient de saccharose 

10 à 20 8. Après 16 h de centrifugation à 90.000 g et 4OC, il identifiait 

dans le culot quatre antigènes parmi  lesquels l'antigène signalé ci-dessus, 

arbitrairement n m é  pur la carrariodité de l'exposé, antigène R. 

Cet antigène était isolé pxr filtration sur colonne de Sephaàex G50, 

d'où il était exclu, élué dans les premières fractions succédant au volume - 

mort de la colonne. 

Les premières observations sur cet antigène R sdlaient intéres- 

santes : en particulier l'antigène se révélait spécifique des Mycobactéries 

et c m  aux diverses espèces de ce genre. 

Aussi avons-nous choisi d'en étudier quelques propriétés biologi- 

ques, et plus particulièrment im-nunologiques. Naus en avons mdifié la puri- 

fication, afin d'en assurer un isolement plus rigoureux que celui qu'il est 

pssible d'obtenir dans un pic d'exclusion sur Sephadex. 

Modifications de la technique initiale - - - - - - - - - - - - -  - - - -  - 
Afin d'éviter la descente de l'antigène R dans le culot lors de la 

centrifugation sur gradient de saccharose 10 à 20 %, culot cmstitué d'anti- 

gènes prticulaires, débris de rriembranes cytoplasmiques et de mésosarnes, nous 

avons auginienté la densité de la solution de saccharose par l'utilisation d'un 

gradient de 10 à 30 %. Dans ces conditions, une centrifugation de 16 h à 

90.000 g et 4OC permet de séparer l'antigène R du culot. 

Avec le contenu cellulaire de M. phlei, une zone colorée en jaune 

est visible dans le dernier tiers du gradent entre 24 et 27 % de saccharose 

environ. Nous appelons cette partie du gradient fraction 25 (25 %).  L'enre- 

gistrement en continu de 1 'absorbante du gradient complet à 280 nri, p u r  les 

protéines, donne la courbe de la fig. 9 où la fraction 25 apparait nettement. 

Cette zone est constituée presqu'exclusivement de l'antigène R et se trouve 

debarassée des éléments pxrticulaires (planches II et III, clichés 10 et 19). 





E h  électrophorèse sur gel d'acrylamide à 7,5 %, cet antigène de 

M. phlei apparait t r è s  nettement, sans révélation spécifique des yrotéines, 

sous forme d'un é t r o i t  disque jaune foncé. Aussi avons-nous injecté directe- 

ment à un lapin l a  part ie du gel d 'acrylamide contenant 1 'antigène. Pour 

cela, nous découpons un disque de 1 an de diamètre sur 3 m d'épaisseur au 

niveau de l a  bande colorée, l e  broyons au V i r t i s  e t  mettons en s u s p s i o n  

l a  pâte obtenue dans 2 m l  de tam-n phosphate physiologique. Ce type de pré- 

paration est injecté en sous-cutanée dans le flanc pendant deux mis à rai- 

son d'une injection hebdamdaire et nous donne un irrPnunsérum unispécifique 

de 1 ' AgR (planche II) . 
Les propriétés biologiques de 1'AgR ont é t é  étudiées après çon 

isolermat par électrophorèse préparative sur gel  de polyacrylamide. Le sérum 

unispécifique p e m t  également une purification de 1'AgR à pa r t i r  de la frac- 

t ion 25, par passage sur un inanunoadsorbant réalisé par couplage des inmuno- 

globulines G de ce sérum sur de l a  Sepharose activée au bromure de cyanogène. 

Cependant, s i  théoriquement ce t te  dernière technique est préfGrable, en pra- 

tique nous avons obtenu un isolement plus pur par électrophorèse p réma t ive  

ç u ~ -  acrylamide. 

Une troisième technique, que nous n'avons pas u t i l i sée ,  pourrait 

être employée : l 'électrofocalisation de l a  fraction 25 sur anpholytes. 

B) Nature de l'antigène R 

L'électrophorèse de l a  Fraction 25 du gradient de saccharose sur 

gel de plyacrylamide à 7,5 %, 9 8,3, entraîne l'isolerwnt de 1'AgR sous for- 

ne d'une bande de ,W égal à 0,125, colorable au Bleu de COaMASSIE R et  au Noir 

Amide 10B (Photos 10 e t  13, planche II), coloration caractéristique des protides. 

Une précoloration de l a  fraction 25 au Noir Soudan B, selon' la  

technique de !AC DONALD e t  KïSSANE (Analyt. Biochem., 1960, - 2, 178), avant 

électrophorèse,ne donne pas de coloration de 1'AgR. Par conséquent, si l a  frac- 

t ion AgR contient des lipides, ceux-ci ne sont pas colorables au Noir Soudan. 
Dans le m%e type de séparation sur gel de polyacrylamide , il n'a 

pas é t é  possible de mettre en évidence de sucres par l'oxydation périodique de 

Schif f . 



De m % ~ ,  1'AgR n'est cataboliss ni par la E7NAse, ni par la 

DNAçe . 
L'électrophorèse en g6lose à pH 8,6 de 1'AgR révèle une migration ~ 

très anodique (Photos 19 et 20, planche III), qui est anpêchée en gel de poly- 

acrylamide à 7 ,5  % par la taille imprtante de la fraction. 

La technique actuellement utilisée pour récugrer 1'AgR consiste 

1 
à découper la partie du gel d'acrylamide qui le contient (soit par sa coloration 1 

propre chez M. phlei ou M. çmegmatis, soit par analyse du tube d'acrylamide dans 1 
un spectrophotcanètre à U.V. dans le cas de souches non colorées, BCG par exemple), 

à le laisser diffuser dans de l'eau distillée, avant de dialyser la solution 

obtenue, pur éliminer les sels de l'électro~orèse, et terminer par une 

lyophilisation. 

Au cour de cette opération, nous avons remarqué, dans certains cas, 

une instabilité de la fraction purifiée, instabilité qui réduit une partie 

plus ou moins importante de niolécules en peptides ayant, lors d'une nouvelle 

électro&orèse sur acrylamide, un RF de 1,O. Indépendamnmt de la labilité des 

protéines en solution purifiée, nous ne pouvons écarter la possibilité que 

1'AgR camporte ou soit une fraction à activité protéinasique. 

Il ne nous a pas été possible de realiser une analyse chimique 

précise de ce protide, car, dans nos corditions de fractionnenent et de diffu- 

sion, nous entraTnons une importante quantité de polymères d'acrylamide, non 

retenus sur filtres 0,2 p. Toutefois, du point de vue imninolcgique, cette 
fraction extraite du gel d'acrylamide est pure. 



- &c&dg-rnLne N-epln- : Nous avons déterminé l'acide-aminé N-terminal par 

dansylation en présence de dcdecylsulfate de sodium (SDS) selon la r&thode 

de I S H ~ I  et coil. (1975f82 

La dansylation de l'AgR, purifié sur gel d'acrylamide en tampon 

Tris-borate p H  8 , 3  pour éviter .le glycocolle du tampon habituel (Tris-gly- 

cocolle), a donné un seul acide-aminé N-terminal : l'histidine, révélé en 

chrmatographie sur couche mince. 

Il demeure possible qu'une autre chaine existe dont l'acide-aminé 

serait bloqué et donc non révélable par dansylation. Cependant les expérien- 

ces de réduction rapportées ci-dessous semblent amfimer que 1'AgR ne pos- 

sède qu'une seule chalne. 

2) Poids mléculaire -------------- 

La descente de cet antigène dans le culot de centrifugation d'un 

gradient de saccharose 10 à 20 %, alors que la totalité des autres protéines 

solubles du contenu cellulaire restent dans le prder tiers du tube après 

16 h à 90.000 g, et sa stabilisation dans une fraction avoisinant 25 % de 

saccharose (qui, à 5OC, pssède une densité de 1,108 et une viscosité de 

4,03) sur le grdient 15 à 30 % , indiquent une msse ino>ortante. Son exclu- 
sion de la Sephadex G50 place son poids mléculaire au dessus de 30.000. 

Une électrophorèse sur acrylamide à 7.5 % après réduction au mer- 

captoéthanol, en présence de SDS amène 1'AgR au m%e niveau que le dimère de 

la sérumalbumine, c'est-à-dire à un poids mléculaire de 146.000. Sans aucun 

traitment réducteur, 1'AgR descend, en gel d'acrylamide, un peu plus bas 

que le tétramère de l'ovalbumine (P.M. 160.000). Notans toutefois que les 

glycoprotéines camportant plus de 10 % de sucres fixent moins de SDS que 

les protéines standards, ce qui -ut leur donner un poids mléculaire appa- 

rent supérieur à leur poids réel (SEGREST et JACKSON, 1972)~?~ 

La réduction de 1'AgR par le mercaptoéthanol en présence de SDS 

à 100°C pendant 2 mn ne smble pas entraîner de dissociation de la rmlécule, 

puisqu'après ce traitement on la retrouve à la mêime distance de migration 

sur acrylamide, sans apparition de nouvelles fractions plus légères. 



O 

Le gel d'acrylamide à 7,5 % pssède des pores de 30 A e t  pemiet 

l a  migration de molécules protéiniques ayant un poids moléculaire maximum 

Ces résultats, johts  à l'identification d'un seul acide-aminé-N- 

terminal, ainsi que l'absence ou la rareté de la  cystéine révélée par l'hy- 

drolyse de la molécule, rend très vraisemblable la conclusion que 1'AgR corn- 

Porte uneprotéine mnocaténaire d'un poids moléculaire compris entre 

145.000 e t  150.000. 

3) Localisation cellulaire ..................... 

Un marquage des anticorps spécifiques de 1'AgR avec de la ferri- 

t h e ,  seion la méthode dlANDRES e t  coll. (1967)': a donné une localisation 

intracellulaire, apemnent sur l a  face interne de la manbrane cytoplasmique 

(KDS e t  JOSEPH, 1970)?~e marquage, réalisé sur une suspension de -ois 

et de membranes isolées après broyage, ne donne aucune indication sur une 

éventuelle présence de l'antiqène sur des ~tnictures~cytoplasmiques. Il ne 

nous a pas été pssible de fixer spécifiquenent les imunoglobulines sur une 

mu- de la  bactérie entière. Le marquage de la  face interne de la membrane 

cytoplasmique est dû, soit à la liaison secifique des anticorps sur les 

déterminants antigéniques des qlycoprotéines dispsées sous la mmhrane 

ou émergeant à la surface interne de celle-ci. 

Cet antigène est encore identifiable dans les lysats phagiques 

et dans les sphéroplastes des Mycobactéries, deux cas où les -ois sont 

détruites, seule étant préservée la membrane cytoplasmique. 

En conclusion, l e  f rac t ionnmt  du contenu cellulaire de Mycobac- 

terium phlei sur gradient de saccharose 15 à 30 %, suivi d'une électrophorèse 

de la fraction à 25 % de saccharose de ce qradient sur gel de polyacrylamide 

à 7,5 %, pH 8,3, fournit une fraction protidiqud'un p i d s  moléculaire voisin 

de 150.00. Elle est constituée d'une seule chaine polypeptidique dont l'acide 

aminé-N-terminal est l'histidine. 

Elle ne provient pas de la paroi cellulaire, mais  s d l e  d'origine 

cytoplasmique ou membranaire. 



L'isolent de cette fraction nous a incité à rechercher si elle 

ne possède pas certaines des propriétés biologiques de structures niycobac- 

tériennes déjà connues ou identifiées. C'est pourquoi, nous avons analysé 

les divers aspects in-anunolgiques de cette molécule : antigénicité, rapport 

avec les sensitines (telles que tuberculine et dérivés protéiques purifiés) , 
effet adjuvant sur l'hnunité hmrale et sur les fonctions des macrophages. 

Voyons tout d'abord les propriétés antigéniques de cette fraction. 

II - PROPRIETES DE L'ANTIGENE R 

A) Propriétés antigéniques 
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Un premier sondage (ROC)S, 1970) avait indiqué la présence de 

l'antigène R chez huit souches de Mycobactéries. 

Nous avons étendu cette étude à 27 espèces. Sur ces 27 souches, 

26 ont révélé la présence de l'antigène R, soit par immunodiffusion en gé- 

lose de leur contenu cellulaire contre le sérum unispécifique de 1'AgR 

de M. ghlei, soit par imnunodiffusion de 1'AgR de M. phlei contre les 

insnunsérwns spécifiques du contenu cellulaire de ces espèces. Une seule, 

M. cleqg, n'a pas donné d'immunprécipité indubitable correspndant à 1'AgR. 

Quant à M. thamnopheos, certains toxonomistes la considérent comme faisant 

partie des Nocardia. Elle a cependant donné un arc dans les deux conditions 

d'irrnnuncdiffusion signalées ci-dessus. 

Nous avons isolé, selon le rriême protocole que celui de Y. phlei - 
689, des fractions corresmndant à 1'AgR à partir du contenu cellulaire de 

M. phlei 356 et 525, de M. smegmatis ATCC 21.732 (5) et BCG Kosloff 
(Inst . Pasteur Paris) . 

Ces diverses préparations représentent bien la même molécule 

puisqu'elles donnent un arc de précipitation en ~cdiffusion face à 

1' irranunsérum unispécifique de 1'AgR de M. phlei 689. 

(5) cette souche gracieusement offerte p r  Pbnsieur CHEDID est celle à partir 

de laquelle fut préparé le premier wSA. 



Cependant, si la comnunauté antigénique est absolue entre les 

trois variétés de M. phlei que nous avons étudiées, ou entre les variétés 

de BCG, il n'en est pas de même entre les diverses espèces : l'antigène 

possède une spécificité dlesy>èce qui fait apparaître un éperon au niveau 

de la jonction des arcs d 'espècés différentes (Planche 3) . 
Signalons que l'antigène R de Y. smegmatis, bien que coloré en 

jaune, l'est moins que celui de M. phlei, et que celui de BCG n'est pas 

coloré. Or les bactéries de ces trois espèces sont pigmentées selon la 

même gradation : M. phlei est très jaune, M. çmeqmatis pluMt rouge et 

BCG est blanc. Nous n'avons pu définir si la coloration de l'antigène R 

est intrinsèque à sa molécule ou consécutive à une fixation non spécifique 

des pigmnts cellulaires libér4s au m n t  du broyage. 

Nous n'avons pas recherchs cet antigène dans le bacille tubercu- 

leux humain. En revanche, un essai d'irnnunodiffusion en gélose de quatre 

sérums de malades à tuberculose pulrrûnaire contre 1'AgR de M. n'a 
fait apparaître aucun arc de préci-itation. Il conviendrait d'essayer 

dans ce cas, soit une technique d'hémgglutination, soit une technique 

d'hémlyse conditionnée. 

Cet antigène c o r n  à la plupart, sinon à toutes les Mycobac- 

téries, se retrowe-t-il dans d'autres genres bactériens ? 

2) Snécificité mycobactérienne 

La classification de certaines espèces dans le genre Nocardia ou 

dans le genre Mycobacterium pose au taxonomisl-e de délicats problènies, ml- 

gré une importante batterie de tests biochimiques, tant ces deux genres 

bactériens sont proches. 

Nous avons recherché la xésence de 1'AgR dans le contenu cellu- 

laire de 14 souches de Nocardia. 

Deux variétés de Nocardia pllegrho (906 et 107) ont donné un 

arc de précipitation avec l'imnunsérum spécifique de 1'AgR de M. &lei. Une 

variété de Nocardia rhodochrous (8139), que d'autres tests semblent classer 
376 I)armi les Mycobactéries (TACQUET, 1971) s'est égalemnt révélée positive en 

ce qui concerne l'antigène mycobactérien. Les 11 autres espèces ne contiennent 

1'AgR- L'é-sennent du sérum unispécifique de 1'AgR par les broyats de ces 

espèces ne supprh pas le précipité obtenu en imunodiffusion .entre l'antigène 

mycobactérien et ses anticorps spécifiques. 



PLANCHE 1 1 1  



Cette étude serait  utilement q l é t é e  en introduisant l a  recher- 

che systématique de 1'AgR parmi les  différents tes ts  réalisés dans le cadre 

d'un typge  bactérien à but taxonomique (qui n 'é tai t  pas l e  nôtre). Ceci per- 

m t t r a i t  de vérifier l a  validité d'une t e l l e  détermination  pur l ' ident i f i -  

cation des mycobactéries. 

La mise en oeuvre de ce t e s t  ne nécessite que l a  récolte d'une cul- 

ture sur un seul tube de milieu de menstein-Jensen, l e  broyage en 60 seconbs 

des germes dans un Potter en présence de zéolithe, l'addition d'un à deux 

ml de tampon Tris-Magnésium, une centrifugation, e t  l'immnodiffusion, ou 

encore mieux l'électrophorèse, du surnageant face à l'irmnunsérum syécifique 

de 1 ' antigène . * 
Les protéines bactériennes sont souvent l e  support d'une acti-  

vité de révélation de l'hypersensibilité retardée aux germes dont e l les  

proviennent. Nous allons voir maintenant s i  ce n'est p s  l e  cas pur 1'AgR 

mycobactérien. 

B) Propriétés biolqiques 

1) Hy~ersensibilité ...................... retardée 

a) Révélation - - - -  - (tests ~ E é z )  

Nous avons voulu déterminer si ltAgR est  capable de révéler une 

hypersensibilité retardée de tyce tuberculinique chez des animaux 

irtnnunisés un mois auparavant avec des PIycObactéries. 

a) Des cobayes Hartley sont vaccinés avec 2,6 rrig de M. phlei vivant 

dans 0,25 m l  d'une émulsion d'eau physiologique dans de l'adjuvant incom- 

plet de Freund D E 0  (volume à volume) inoculés en intramusculaire dans 

les  cuisses. Au bout de 33 jours, les  tes ts  intradermiques sont réalisés 

avec 0,l  ml de diverses solutions de tuberculine e t  dlAgR e t  lus 48 heures 

plus tard. Les résultats sont présentés dans l e  tableau 21  : 



4 cobayes M. phlei 

Tuberculine 
1/10 (1000 
u.1 ou 
200 )rg) 

Tuber- 
culine 
20 pg 

Eau 
physio . 

( Intensité de la réaction 
( cutanêe 
( + i- 1 
( Diamètre induration 4 m - 0,5 O 7 m - 1  O 
( ) 

Tableau 21 : Révélation de 1'HSII tuberculinique par diverses solutions 

mycobactériennes chez des cobayes imunisés 33 jours aupa- 

ravant par M. phlei vivant en intramusculaire. 

On voit qu'avec 20 YCJ d'AgR la réaction intradermique est plus 

forte qu'avec la dilution de tuberculine habituellement utilisée (100 uni- 

tés internationales, soit 200 }ICJ de nrotéine en dosage de =) qui con- 

tient dix fois plus de protgines. Chez ces animux, la tuberculine à 20 pg 

par dose injectée ne donne pas de réaction. 

Des cobayes ont été vaccinés dans les r&-es corditions par 2,6 mg 

de BCG-S (Pasteur). Trente trois jours plus tard ils reçoivent en 

intradermique 0,l ml de diverses solutions d'antigènes rqcobactériens 

(Tableau 22) . 



( 6 cobayes Tuberculine Tuberculine AgR-Phlei AgR-BCG Eau Nysiol. 1 
( BCG 1/10=100 yg 20 ticj 
1 2o w 20 pçj 1 

( Intensité de 
+ut- 

) 
( la réaction 1 * ff t+H O 1 
( cutanée 
(--------------------------------------------------------------- 

1 
1 

( Diamètre de + 
( l'induration 9 m n - 1  

Tableau 22 : Révélation de ld 'HSR tuberculinique par diverses solutions 

mycobactériennes chez des cobayes imnunisés 33 jours aupa- 

ravant par du BCG vivant en intrarriusculaire. 

Dans ce cas, les réactions d'BR sont d'intensités seînblables 

avec 20 pg dd'AgR de BCG et 200 pg de tuberculine brute, et avec 20 pg 

d'AgR de M. phlei et 20 pg de tuberculine. 

Il apparait donc que ld'PlgR mycobactérien est une sensitine 

assez spécifique d'espèce, c'est-à-dire plus active chez les animaux 

sensibilisés vis-à-vis du germe dont elle provient, que chez les animaux 

inmumisés avec d'autres espèces. 

L'antigène R est-il capable d'induire l'apparition d'une 

hypersensibilité à la tuberculine ? 

Q ) Des cobayes ont reçu en intramusculaire 260 pg dd'g~ de M. s r q  - 
matis dans 2 IKL d'une émulsion vol- à volume d'eau physiologique et - 
d'adjuvant incanplet de Freund (A.I.F.). Des thins ont reçu le mêrrie 

velum de 1 'émulsion seule sans AgR. - 
Trente six jours plus tard, tous les anuMwr reçoiwnt une 

injection intradermique de 0,l m l  de tuberculine brute au 1/10 et 0,l m l  



d'AgR (2 )ig). Quarante huit heures plus tard, les points d'injection ne 

présentent aucune induration avec la tuberculine et une très légère CO- 

loration indurée de 2 à 3 m avec 1'AcjR. 

(j ) Un lapin a été hy-rinununise par des injections d'AgR de 
1 

M. megmtis pendant deux mis, à raison d'une inoculation hebdomadaire, 

pour obtenir un sérum unispécifique de la molécule. 

A la fin de cette période, l'injection intradermique de 

20 pg d'AgR de M. snegmatis en eau physiologique ne donne pas de réaction. 

Une injection de 200 pg donne une légère induration de 2 à 3 m. 

L'antigène mycobactérien ne déclenche donc pas d'hyersensibi- 

lité retardée vis-à-vis de lui-même, ni vis-à-vis de la tuberculine. Est- 

il cependant capable d'en déclencher une vis-à-vis d'une protéine injec- 

tée en & m e  temps que lui ? 

Des cobayes irrarrcinisés avec de l'ovalbumine (5 mg) et divers 

adjuvants développent- 30 jours une hypersensibilité retardée vis-à-vis 

de l'ovalbumine que ce soit avec l'adjuvant ccsnplet ou inconplet de Freund. 

Eh revanche, l'addition de 200 pg dd'AgR à l'adjuvant incomplet de Freund 

n'ajoute rien à l'effet de 1'AIF seul (tableau 23).' 

( MjuvantWLJ- 4 : 1 2  7 : 1 9  
( (M. butvricum) a 

( 
( AdjuvantINC0MpI;FT 2 :  6 5 :  9 . 0 : 4  
( 
( AIF + A ~ R  200 pg 2 :  5 4 :  j 0 : 2  

Tableau 23 : Développemnt de 1'HçR chez des cobayes Hartley imnunisés 

avec 5 mg d'ovalbumine -MïLES et trois adjuvants différents 

dans les coussinets plantaires. L'SR est évaluée 30 jours 

 lus tard par injection intradermique de deux quantités dif- 
férentes d'ovalbumine en solution dans l'eau physiologique, 

avec de la tuberculine brute au 1/10 et 2 ~ c j  d'AgR de M. smeg - 
matis. Le les chiffre donne le diamètre en m'de la nécrose - 
et le 2 k  celui de l'érythèrrie cutané observés après 48 heures 

(myenne de 5 cobayes) . 



Si la présence de 1'AgR dans l'-MT n'augmente pas 1'HSX vis-à-vis 

de l'ovalbumine, il est intéressant de remarquer que 1'AIF seul, cornnie supprt 

de l'ovalbumine, est capable d'induire un état d'hypersensibilité à la protéine. 

c) Svélation de 1'HSR par inhibition de miqration des macrodiageg - - - - - - - - - -  - - - - - - - - -  - - - - - - - - . -  
i 

O( ) Hypersensibilité tuberculinique : 

Le caractère de sensitine présenté par l'antigène R nous a conduit 

à utiliser la nigration des mcrophages pour mettre en évidence un état d'hy- 

persensibilité retardée à la tuberculine par un test in vitro ou éventuellement 

une action directe de l'antigène sur les macrophages. 

Si le rôle des macrophages alvéolaires dans les mécaniçmes intnuni- 

taires reste problématique, leur sensibilits au facteur inhibiteur de la mi- 

gration (-TF), produit par les lymphocytes imrtunqtents en présence de 

l'antigène sensibilisant, a été observée par de nombreux auteurs ( W I N D O  

et MIRVIK, 197d4j PO= et mil. , 1971~'; JOHNSON et coll'. , 1975)9?b" 
Nous avons donc utilisé les cellules de lavages alvéolaires des 
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p m n s  du cobaye, selon la technique de IlYRVIK et coll. (1971) (cf. pages 

techniques 1 95 ) . Les macro~hqes obtenus chez les animaux vaccinés par trois 

agents mycobactériens différents : BCG, M. smegmatis et M. phlei ont Sté mis 

en migration en présence de diverses concentrations de 1'AgR correspondant 

à la Mycobactérie sensibilisante. Les inhibitions exprimées en pour cent de 

la miyation obtenue en absence d'AgR (milieu BEM) sont rapprtées sur le 

tableau 24 : 

( : AgR 20 pg/ml : AqR 2 pg/ml : AgR 0,2 pg/ml ! 
( 
( 

'----------------L--------------z------------------ 1 

( Cobayes nomiaux 25 % (+ 2) 11 % (2 2) O % 
( 

1 

( Cobayes BCG 44 % (2 3) 25 % (5 4) O % 1 
1 

( 
( Cobayes smegatis 61 % (2 3) 

Tableau 24 : Pourcentage d'inhibition des macrophages alvéolairsde cobayes 

sensibilisés par des hlycobactéries, en présence des lyre-hocytes 

et de 1'AgR (moyenne de 5 animaux et 4 surfaces de migration par 
+ 

animal et par test, soit 20 surfaces de migration/test -: E .T. ) . 



L'inhibition de l a  miqration des macrophages en présence de 

1'AgR es t  significativement plus élevée chez les  animaux irrununisés avec 

l e s  Mycobactéries que chez les  animaux témins. Par ailleurs, l'existence 
1 

d'une légère inhibition des macmphaqes de cobayes non imnunisés en pré- 

sence de 20 pg/d dlAgR serait  le signe d'une action directe de 1'AgR sur 

les  macrophacfes. 

L'observation d'une culture pure de macrophages alvéolaires en 

'A 9 l e s  macro- microcinématographie nous a montré qu'en présence de 20 yg d  JI, 

phges s'étalent fort-nt sur leur suppr t  e t  érriettent des prolongements 

cytoplasmiques filiformes à des distances correçpondant à plusieurs diamè- 

t res  cellulaires. 

6 ) Hypersensibilité à l a  sérumalbumine bv ine  

Dans l a  partie de ce travail consacrée à l ' e f f e t  adjuvant humoral 

de 1'AgR vis-à-vis de l a  sérumalbumine bovine, nous avons testé parallèlement 

l e  développernt de l ' h ~ r s e n s i b i l i t é  retardée à cette protéine chez des 

souris C57 Black mâles, par l 'u t i l isat ion d'un t e s t  d'inhibition de migra- 

tion des macrehaqes. Dans ce cas, nous nous sortunes orientés vers un t e s t  

mixte dans lequel les lyrrphccytes ganglionnaires imrnulocompétents des sou- 

ris sont cultivés pendant deux jours en présence e t  en absence de l a  pro- 

téine spécifique, pour une éventuelle prcduction de I I E ,  l es  sumageants 

acellulaires étant ensuite ut i l isés  pour l a  migration de macrophages pSri- 

tonéaux de cobayes normaux (cf. pages techniques 1 96) . Les résultats sont 

r a p l r t é s  dans l e  tableau 25, pour l ' h p r s e n s i b i l i t é  à 21 jours en réponse 

primaire, e t  à 35 jours en ré&pnse secondaire après une injection de rappc.1 

le 21- jour. 



2 1  jours 35 jours 1 
( 

--------Y----------------- ) 
( 1 
( Adjuvant conplet de Freund 0,93 O, 74 1 
( 1 
( Adjuvant incomplet de Freund 0,89 
( 

Tableau 25 : Sensibilisation des souris C57 ~lack/ 6 à la sérum-albu- 

mine bovine en réponse primaire (2 1 jours) et en réponse 

secondaire (35 jours) . ,%sure par 1' inhibition de la mi- 

gration des macrophages dans les surnageants de culture 

des lyrrphocytes irranunocom+tents mis en présence de 

40 }ig/ml de sérum-albumine bovine pendant 48 heures. 

Au 2 1  ème jour, les souris sont peu sensibilisées à la sérum- 

albumine bovine, quelque soit l'adjuvant utilisé. L'injection de rappel, 

qui a lieu le 21En-e jour, déveloprx une bonne sensibilisation des souris 

ayant reçu la protéine en émulsion avec del'adjuvant complet de Freund et 

une légère sensibilisation des animaux vaccinés avec l'adjuvant incqlet. 

L'addition d'AgR à l'AIF, en revanche, semble diminuer l'effet 

de l'adjuvant incomplet seul, canarie cela est observable en réaction cutanée 

chez le cobaye vis-à-vis de l'ovalbumine dans l'expérience rapprtée dans 

le paragraphe ~récédent. 

Conclusion : 

L'AgR est donc capble de révéler l'existence d'une hypersensi- 

bilité retardée de type tuberculinique, plus spécifiquement chez les animaux 

imnunisés avec la souche d'où provient l'antigène utilisé. On peut se deman- 

der si 1'AgR n'est pas un constituant de la tuberculine. Or, par imunodif- 

fusion en gélose, que ce soit antre l'irrarninsém du contenu cellulaire bac- 

térien, ou contre l'inanunsérum s@cifique de l'AgR, nous n'avons jamais 

pu mettre en évidence de corrirminautés anti~éniques entre cet antigène et les 

protéines contenues dans la tuberculine brute ou le PPD. 



De plus, nous n'avons pas mis en évidence 1'AgR dans le f i l -  

trat des cultures des bactéries ayant servi à la production de l'antigène, 

alors que l a  tuberculine et  PPD sont isolés de ces f i l t r a t s .  

Il semble donc bien que 1'AgR s o i t  une molécule différente des 

sensitines tuberculiniques jusqu'ici identifiées. 

]Enfin, ce t te  fraction mycobactérienne ne déclenche pas elle- 

même, d ' h p r s e n s i b i l i t é  retardée à l a  tuberculine ou à sa propre m l P -  

d e .  ~ i i e  ne semble pas non plus en déclencher une vis-à-vis des protéines 

injectées avec e l l e  dans un organisme, tout au moins dans le support hui- 

leux que constitue l'adjuvant inconplet de Freund. 

Les bactéries entières e t  certaines molécules qui en sont 

issues ont souvent des effe ts  physiolgiques importants sur les  animaux 

à qui e l l e s  sont injectées : fornation de granulorries, hyprplasie de cer- 

ta ins  organes (foie, rate,  Fumons, ganglions). Nous avons donc étudié 

quelques-uns de ces paramètres ~hysiologiques après injection de 1'AgR. 

2) Effets nhysiolqiques 

a) Poids des anima? - - - - - - - -  

Les animaux irranunisés avec de l'ovalbumine e t  l'antigène R de 

M. v t i s  ont p r i s  moins de poids en 30 jours que ceux ayant reçu l a  

protéine dans de l'adjuvant complet ou incanplet de Freund (Tableau 2 6 ) .  

( A.I .F .  
( 
( A.C.F. 
( 
( AgR SMEG en -ME' 
î 

Différence de p i d s  A % en CJ entre J O  e t  J30 1 

+ 91 (+ 8) + 27/75 % 

+ 1 
+85 ( - 2 5 )  : N . S .  + 25,75 % ) 

1 

Poids moyen au jour zéro : 333 g (f 20 g) 

Tableau 26 : Prise de poids des cobayes Hartley irrsnunisés avec de l ' w a l -  

bumine e t  t ro i s  adjuvants différents dans les coussinets 

plantaires ~ s t é r i e u r s  (myenne de 10 animaux p r  adjuvant). 
L a  d i f fé rence  en t r e  AgR e t  A.I.F. e s t  s i gn i f i c a t i ve  au r i sque  de 5 2, .  



b) @ * l ~  

L'antigène R, dans l a  m ê m  expérience que ci-dessus, ne dé- 

clenche pas dans les  pattes, de g r a n u l a  beaucoup plus important que 

n'en donne l'adjuvant i n c q l e t  (Tableau 27) : 

Différence de poids Poids m q s  1 
' en 9 entre JO e t  J30 Poids pi.ttes) 

( 
I 

A.I.F. lf99 (' 0,05) 210 ) 

A.C.F. 

Tableau 27 : Effet de 1'AgR sur les  pattes ayant servi de s i t e  d'injec- 

tion de l'ovalbmnine, 30 jours après l'imnunisation des 

cobayes. 

Les différences entre les trois groupes sont significatives. 

_Y--------------------- 

IR poids des pattes ramené au poids des animaux donne un 

indice très voisin pour l'adjuvant incomplet e t  l'AgR. L'adjuvant complet 

induit une augmentation de 50 % du poids des pattes par r a p p r t  aux deux 

autres stimulants. 

c) Volumes du foie, de l a  rate  e t  des murons - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . - - - -  

Dans cette expérience d'immunisation par l'ovalbumine, nous 

avons mesuré l e  poids du foie, de l a  rate e t  des p o m i ~ s  des aniroaux, l e  

30èn-e jour après l a  vaccination. Le poids de ces organes e s t  r a w  au poids 

du corps dans le r a p r t  p i d s  du m e s  sur poids de l'organe (Tableau 23) : 



Poids du Foie Poids du corps Poids Poids ) 
'Oids du corps + de l a  rate Poids foie e t  

(en g) (en g) Poumons 
-" ) 

rate -,-----_--- 'fù, ,----------------------- --- 1 
) 

( 
( A.I.F. 419 ' 12 16,97 
( 
( A.C.F. 415 f 21 19,41 

Tableau 28 : Effet de 1'AgR sur l e  foie, l a  rate e t  les  p m n s  du cobaye 

vacciné dans les  coussinets plantaires ps tér ieurs  (myenne 

de 10 animaux) . 

Les volumes du foie e t  de l a  rate  sont t rès  semblables chez 

les  animaux recevant l'adjuvant incomplet ou 1'AgR de 14. smqmtis. En 

revanche, 1'ACF dévelope une hgpato e t  une splénméqalie. 

Au niveau des F m n s ,  1'AgR semble déclencher une réaction 

l é g è r e n t  plus marquée que 1'ACF. 

mf in ,  l a  propriété biologique qui pouvait, à priori,  pré- 

senter l e  maximum d'intérêt, é t a i t  l a  possibilité de stimuler l'immunité 

3) Effet ------- adjuvant ------ 

a) Effet adjuvant sur les  anticoqs s@cifiques de l1ovalQu~-e- 
W C - -  - - - - - c - - - -  - - -  - - - - - -  

L'antigène R a été ut i l isé  chez l e  cobaye Hartley en asso- 

ciation avec de l'ovalbcdne en adjuvant incomplet de keund pour exa- 

miner un éventuel effet  adjuvant sur l a  synthèse des anticoqs. 

Dix cobayes Hartley mâles ont reçu dans les  deux c o u s s ~ t s  

plantaires postérieurs 0,l  ml d'une émulsion volunie à volume de F'reund 

inconplet DIFCO e t  d'une quantité fixe d'ovalbumine (2,5 mg) en solution 

aqueuse physiologique, complétée par des quantités variables d'antigène R 

de M. megmat is  : 1 yg, 10 pg e t  200 pg. 



D i x  cobayes ont reçu 0 , l  m l  d'une émulsion d'adjuvant complet 

de Freund e t  d'une solution d'ovalbumine (2,5 n q  par a n h l )  . 
Dix cobayes ont reçu 0 , l  m l  d'une émulsion d'acljuvant incorn- 

ple t  de Freund e t  d 'une solution d 'waIbumine (2,5 mg par animal) . 
Après 21 jours, les animaux sont saignés e t  le taux serique 

en inmunoglobulines sgc i f iques  de l'ovalbumine, évalué par hhgglu t ina t ion  

d'hématies de mutons sensibilisées avec de l'ovalbumine (Tableau 29) (cf. 

pages techniques 189) et  mises en évidence en inmunodiffusion en gélose. 1 

( Inverse de l a  dilution maximum 1 
( hémagglutinante (- E .T. P4. ) ) 
( ................................. 1 
( 1 
( A.C.F. 3698 ( 525) 1 
( 1 
( A.I.F. 640 ( f 171) 1 

Tableau 29 : Effet adjuvant anti-ovalbuncine de diverses quantités d'AgR 

injectées, avec l a  protéine, dans les pattes arr ières de 

mbayes, 21 jours au-avant. 

Dans ces conditions, l'AcjIi, injecté à raison de 200 pg par 

cobaye, révèle une act iv i té  adjuvante équivalente à l'adjuvant c q l e t  de 

Freund. 

A dix e t  même un pg par animal, il res te  largement supérieur 

à l'adjuvant incomplet de Freund. 



b) Effet adluvant sur les  anticorps anti-sérumaUxl.Nne chez-la sour&s - - - -  - - - - - c - c - c  --- i - - - -----  - - -  - 
Des souris C57 black 6 mâles de 5 à 6 semaines reçoivent 

0,2 ml, répartis dans les quatre coussinets plantaires, d'un mélange con- 

tenant 300 )ig de sémlbumine bovine (=UR P H A R ~ ~ I C A L  Co. Chicago) 

en eau physiologique, rexésentant un tiers du volume, émulsionnés dans 

de l'adjuvant incamplet de Freund additionné de substance adjuvante à 

tester, représentant l e s  deux autres t iers .  

Au 2lerrie jour, l a  moitié des souris sont saignées ~ u r  

évaluer l e  taux d'anticorps anti-sérumalbmine, e t  sacrifiées pour les  

tes ts  cellulaires évoqués précéderment. La seconde m i t i é  e s t  revaccinée 

avec une demi-dose de sémlbumine e t  d'adjuvant, so i t  0 , l  ml réparti 

entre les  deux coussinets plantaires postérieurs. 

Au 35ème jour, ces souris sont saignées e t  sacrifiees p u r  

l a  réponse h w r a l e  e t  cellulaire secondaires. 

Les imnunoglobulines antisérumalbumine sont d~sées  par 

hémgglutination de globules rouges de muton sensibilisées avec cet te  

protéine (cf. pages techniques 190) . 
k s  adjwants ut i l isés  ont é té  : l 'A@ de M. smegrnatis à 

50 e t  à 10 pg par souris, WSA B 50 e t  10 pcj e t  t références : l'AC!? 

e t  1 'MF (Tableau 30) . 



2 1  jours 35 jours 
.L-----------------_----_-----------_-I-I_--__-- 1 

: byenne 
1 

myenne : myenne Moyenne ) 
: gécnnétrique aritirn6tique:géamétrique arithmétique) 

( 3 6 + 4 98 
( A.C.F. : 26---+ 49 62 - 10 : 2824+880 
( 1 

( 
(----------------:-------------------------:------- ------------- 

\ 
( 2 7 

I 

+ 306 
( A.I.F. : 18 -&-+ 40 

1 

@ 
56 - 10 : 202 ++-463 

( 
490 2 80 ) 

( . . 
= Inverse des dilutions mullma hémagglutinantes 

Tableau 30 : Effet adjuvant de divers imrminostimulants sur l a  r épnse  hurm- 

rale primaire (21 jours) e t  secondaire (35 jours) à la sérum- 

albumine bovine chez la souris C57 Black 6' mâle. 

h s  doubles chiffres,  sous la myenne géométrique, sont les 

limites du damine de confiance de 95 % : le chiffre sous l a  moyenne ari th-  

métique représente l ' é c a r t - t p  de l a  moyenne ; les chiffres à cheval sur 

les colonnes représentent le nombre de souris dans chaque cas. 
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En réponse primaire, tous les adjuvants stimulent identiquement 

les animaux, à l'exception de 1'AgR de Y. smegmatis à 50 )-r par souris qui 

donne 2 à 3 fois plus d'inununoglobulines que les autres substances ou con- 

centrations. En réponse secondaire, l'Ac$? à 10 rg prend l'avantage et 

dépasse l'adjuvant complet de Freund. 

Il apparait ainsi que la nropriété biologique majeure de 1'AgR 

mycobactérien est d'être un adjuvant de l'immunité hwrale. 

Sa nature chimique la distingue nettement des structures isolées 

jusqu'ici des Mycobactéries et présentant une telle propriété. IRs adjuvants 

humraux mycobactériens sont généralement extraits de structures miétales 

glycopeptidiques. 

Nous sames ici en présence d'une protéine de grosse taille, 

contre laquelle les animaux vaccinés par le contenu bactérien total syn- 

thétisent rapidement et en plus grande quantité des yécipitines dses en 

évidence par i,rrmunodiffusion en gélose. A l'inverse du VJSA, cette molécule 

est, elle, très imnunogène et pourrait être adjuvante par cette qualité 

rraêrre. 

E h  raison de sa nature imunostimulante, nous l'avons employée 

lors des tests de ptentialisation des IgE dans la schistoscmiase ex-pé- 

rimentale du rat, c o n m ~  nous l'exposerons au cours du chapitre V. 

E h  revanche, cette mlécule ne semble pas très active sur les 

phénomènes liés à l'immunité cellulaire, tels qu'hypersensibilité retardée 

ou induction de granulomes. 

Il reste cependant -ssible que 1'AgR ait un effet sur les rnacro- 

phages. C'est pourquoi nous l'avons utilisé également dans les essais de 

stimulation et d'activation de ces cellules, résultats que nous allons 

aborder maintenant. 

III - ACTIVATION DES VACRûPHAGES 

Le fonctionnemnt intime de la rnanbrane macrophagique reste 

encore rnal connu. Si l'on camrience à entrevoir quelques-uns des stimuli 



qui activent la cellule,  l 'on derrieme dans une large ignorance des méca- 

nismes par lesquels certaines molécules étrangères au macrophage peuvent 

rester  en surface sans ê t re  pinocytées ou phagocytées et  exercer depuis 

ce point leur action activatr ice (inhibition des f i b r i l l e s  contractiles 

sous rnembranaires ? interférence avec les glyaoprotéines ou l e s  phospho- 

lipides de membranes ?).  D'autres substances, au contraire, exercent leur 

e f fe t  activateur une fo i s  ené t r ée s  dans les  cellules ( l e  cord-factor au 

niveau des mitochondries ; le LPS au niveau de l a  niembrane lysosorniale). 

Le résul ta t  habituel de l 'act ion de ces agents e s t  une &- 

fication des act iv i tés  enzymatiques e t  du contenu protéique global des 

cellules. C'est pourquoi nous avons choisi corrnri~! cr i tè re  d'activation 

des macrophages l e  dosage des yrotéines solubles totales,  celui de quel- 

ques enzyrries lysosaniales, telles que béta-glucuronidase, béta-galacto- 

sidase ou cathépsine C r  e t  le dosage d'une enzyme cytoplasmique, l a  leu- 

cine-béta-naphtylamidase. Cette dernière renseigne sur l ' é t a t  des cellules 

et p e m t  de vérif ier  si un éventuel relargage d'enzymes lysosoniales 

dans l e  milieu de culture est un ?hénomène ac t i f ,  une exocytose, n'entrai- 

nant aucune lyse cellulaire,  ou un phénomène passif, uniquement dû à l a  

mort des macrophages. 

La stimulation des macrophages par les diverses substances 

ut i l i sées ,  a é té  réalisée de deux manières : d'une part, in  vi t ro ,  sur 

des cultures de macrophages eri tonéaux débarrassés de toutes les cellu- 

les non adhérentes (lyrmhccytes, mastocytes, polynucléaires) e t ,  d'autre 

part,  in vivo, par injection des ~ r o d u i t s  dans l a  cavité péritongale, en 

général 7 jours avant l a  récolte des exudai-s péritonéaux. Dans ce dernier 

cas, le dosage des enzyms cellulaires a é té  effectué après une culture 

i n  v i t ro  de 5 à 6 heures destinée 21 éliminer l e s  cellules non adhérentes 

et ne doser que les naacrophages. 

A) Activation i n  vi t r ~  

Nous avons u t i l i s é  les substances suivantes : 

Ag3 (de Y. smegmîtis) 



- WSA (de M. smegmatis) 

- I P M  (de Y. smegmatis) 

- Liqprotéine d'Echinococcus qranulosus 

- LPS de S a h n e l l a  typhi 

Toutes sont solubles en milieu aqueux, lVI.P.M.,de constitu- 

I t ion microparticulaire, nécessitant toutefois un traitement d'une dizaine 

I de minutes aux ultrasons p u r  obtenir une suspension homgène o ~ l e s c e n t e .  

l h s  solutions-mères, réalisées en eau physiologique, sont dilu6esr aux 

ancentrations choisies, dans le milieu de culture u t i l i s é  systématiquement 

dans toutes nos expérimentations : 

# 

- milieu de Eagle (Vinimum essential mdium : MEM) complété par 

100 U.I. /ml de pénicilline e t  50 pg/d de Streptomycine,et 

contenant 10 %de sérum d'embryon de bovin décorplémnté 

Ce milieu, a ins i  enrichi, est ci-après désigné c o r n  le milieu 

METYl +. 
Pour l'ensemble des produits testés dans l 'activation i n  v i t ro  

des ~ c r o p h a g e s  , nous avons adopté t ro i s  concentrations : 1,2 fig/m.ï, 

I 12 pg/ml e t  120 pg/ml, le milieu -IEM + servant de t h i n .  

l I;es macrophages gritonéaux de r a t s  ansanquins HOODD LISTER 

sont récupérés par lavage péritonéal avec 20 ml de MEM hépariné. k s  

cellules de plusieurs rats, lavées e t  p l é e s  (10 à 12 millions de mcro- 

m g e s  par rat en moyenne), sont déposées en bi tes  de P e t r i  FALCON pour 

culture cellulaire de 5 an de diamètre, à raison de 2,5 à 3 millions de 

macrophages par boite. 

- mutes les cultures ont l ieu  à 3 7 ' ~  en atmsphère à 5 % de OD2 - - 



Une préculture de 2 à 3 heures permet l'adhérence de 95 à 100 % 

des macropahges . 
La couche cellulaire est alors lavée trois fois par agitation 

circulaire énergique des boites avec 2 à 3 m l  de MEN + tefi&ré, p u r  éli- 

miner les cellules non adhérentes. 

Deuxmillilitres cinq de milieu contenant les substances à tester 

sont déposés dans les boites (soit 3 pg, 30 pg ou 300 pc~/boite de chaque 

substance selon la concentration) , sans omettre les boites témoins de 
MEM +. On prépare 3 boites pour chaque concentration. 

Les cellules sont cultivées ainsi pendant 16 heures. 

Les milieux sont ensuite récupérés, centrifugés à 2000 t/min., 

pour séparer les macrophages détachés. k s  surnageants sont aussitôt pla- 

cés dans la glace. De leur &té, les boites sont lavées trois fois avec 

du PBS froid (tampon phosphate physiologique), les cellules lysées dans 

1 m l  de Triton X 100 à 0.1 % en tampon Tris 10-~, P43C12, 10-%l à pH 7.2. 

Chaque lysat est remis avec le culot de la centrifugation des milieux 

mrrespondants. 

L'on est ainsi en pssession de 1 ml de lysat cellulaire et 

de 2,5 ml de milieu contenant d'éventuelles 2nzyn-e~ relarguées, par boite 

de culture. Le Triton assure la solubilisation de la membrane lysosaniale 

et libère ainsi toutes les hydrolases macrophagiques. 

3) Dosages -- 
h s  dosages suivants sont réalisés, à la fois sur le milieu 

et sur les cellules : 

- protéines (dosage de Inrwry, cf. pqes techniques 199) ; 
- leucine -p -naphtylamidase (enzyme non lysosaniale qui n'est pas exo- 

cytée lorsque les macrophages sont dans des conditions physiolo~~iques 

normales ; cf. pages techniques 205) ; 
- béta-glucuronidase (enzynie ïysosomiale ; cf. pages techniques 200) . 



Parfois, d'autres enzymes ont été dosées, mais pas systhti- 

quanent : béta-galactosidase, cathépsine C, LDH, phosphatases acides 

(cf. pages techniques 201 ) . 
Pour les tests de relargage dans le milieu, nous avons retenu 

la béta-glucuronidase, car la béta-glucuronidase du sérum d'embryon de 

bovin présent dans les milieux est détruite par le chauffage à 56OC 

pendant 30 min. de la déccxt-plémentation, ce qui n'est pas le cas de 

la cathépsine C ou de la leucine-naphtylanidase qui donnent un bruit de 

fond assez élevé. 

4) Résultats 

LR tableau 31 résume l'ensemble des résultats obtenus ~ u r  

chaque "stimuiant". Ce sont les moyennes de 2, parfois ,3, expériences 

à raison de 3 boites par concentration. 

Entre les diverses séries existe une légère variation des 

taux relevés dans les cellules non stimulées (première ligne de chaque 

série). Ces différences sont imputables à l'état des animaux au momnt 

de la récolte. En effet, les rats, bien que consanguins, n'ont pas été 

utilisés toujours au mênie âge ni dans un délai identique après leur 

arrivée dans l'animalerie. 

ie taux protéique eqrime, dans une certaine mesure, l'acti- 

vation cellulaire. brsque certaines hydrolases sont exocytées, le taux 

protéique cellulaire n'augmente que faiblen-ent, et peut&e baisser, 

alors que des protéines sont activement synthétisées par les cellules. 

U s  résultats sont donnés en pg de protéines par million de macrophages. 

La leucine-na~htylamidase renseigne sur la qualité des cellu- 

lles en fin de culture. C'est une enzyme cytoplasmique qui n'est pas 

libérée dans le milieu lorsque les hydrolases le sont par le mécanism 

mrmal d'une exocytose active. Le taux de leucine-naphtylamidase peut 

augmenter lorsque la cellule est fortement stimulée. I;orsqutil diminue, 

c'est généralemnt le signe d'une so~ffrance cellulaire ayant entrainé 

une lyse, responsable d'un relargage passif de l'ensemble des enzymes 

mcrophagiques. Les taux raprtés ici sont des nanamoles de substrat 

hydrolysé par heure et p r  million de cellules. 



( nes : 1 1 .  : 1 .  : Cell. : : Milieu :Pb kt: % ds mil; 

( 120 i 67,O i 4,45 . : O f 25.0 f +  3 4 , 3 % f  O i 25,O i+ 34,4 % f  1 
O 1 - -  - - - -  ------ ------ ---- ------ *-• ----- ----- ------ 

(Ka 
( -  

1 
1 

( O : 41,5 : 3 , l  : O : 18,5 : - : O : 18,5 : - : O ) 

45,6 f 3 , l  : O 15.9 : - 14 % 2,6 : 1@,5 : O 1 4 %  1 
( 12 : 47.2 : 3,4 : O : 14,6 : -  22 % :  3,4 : 1 8  : - 2 % : 18,8 %) 

( 120 i 43.2 f 3.6 i O : 20, l  : + 8.7 $ 5.8 : 25,8 :+39,5%: 22,5 %) ) 
(----- ------• ----- ------ ---- ---- ----- - -  ----- ------ 
( D M  
( -  1 
( O : 56.6 : 2.6 : O : 20,8 : - : O : 2 0 , 8 :  - : O )  

52,7 i 3.1 O f 20.0 f - 3 . 8 % :  2,4 i 22.4 f + 7 , 7 % :  1 0 . 7 % )  1 
( 12 : 52,8 : 3,9  : O : 18.9 :- 9 , l  %: 4,2 : 23 , l  : +  11 % :  18,l %) 

( 120 : 51,9 i 3.1 f 0.3 : 8 ,2  i - 61 % 14.4 : 22.6 f +  8,7 %: 64 % ) 
(-----O ----- ----. ---- ------ ---- - ---- ---- ---- ------ 
( Lipoprotéine 
( 

) 
1 

( O : 64,7 : 3.4 : O : 12.0 : - : O : 22,O : - : O )  

Tableau 31 : US doses 

de milieu 
Effets in vitro de 

d'agents ~ o s t i m u l a n t s  sont données en ~ / d  a 1 
~.w& 

divers immunostimulants sur les macrophages de rat, 
6 Les protéines sont données en pg/lO cellules. 

La leucine-naphtylamidase et la @ -glucuronidase sont données 
6 en nanmles de substrat hydrolysé &par heure et par 10 cel- 

lules. 



La synthèse de la béta-qlucuronidase est généralemnt forte- 

ment stimulée par les agents activateurs, ainsi que l'indique l'activité 

totale correspondant à la somne des activités intra et extra-cellulaires. 

Une exocytose active est objectivée par le taux de leucine-napthtylamidase 

cellulaire qui reste constant ou est augmenté, avec un taux extracellulaire 

faible ou nul, lorsque la glucuronidase se retrouve en forte pro~rtion 

dans le milieu. 

a) Le - - - -  rnuramyl$&pep~~, glycopptide m -  porteur d'une activité ad- 

jwante hurmrale, présente un cas simple : la stimulation de l'ensemble 

des paramètres intracellulaires mesurés. On note un léger accroissmnt 

des protéines (+ 34 %) à la concentration la plus élevée du produit, un 

accroissestient régulier de la leucinamidase (jusqu'à 39 %) et de la %ta- 

glucuronidase (jusqu 'à 34 %) , mais -ç de relardage extracellulaire de 

ces mlécules mamophagiques. 

b) @-l+-~;ogége - de-kyste - - hydati~e, - antigène ubiquitaire extrait du 
liquide hydatique d 'Echinococcus granulosus (BWT et ml1 . , 1974)~~~ré- 
sente une action très semblable au muramyl-dipeptide, avec cependant une 

légère exocytose d'hydrolases lorsqu'elle est à la concentration de 

120 pg/ml : 17 % de la glucuronidase se retrouve dans le milieu où l'on 

ne met pas en évidence de leucine-naphtylamidase cellulaire. 

C) ~ - l & o o ~ l y s ~ ~ g r ~  (LPS) d'Ehterobactéries, en revanche, se revèle 

toxique pour les macrophages, légèrement à 1,2 pg/ml, mais beaucoup plus 

netternt à 12 et 120 )~g/ml, avec une chute de près de 40 % de la leucine- 

naphtylamidase cellulaire et de près de 30 % de l'activité totale de la 

glucuronidase, alors que la glucuronidase libre dans le milieu ne repré- 

sente que 16 %. Ce ' m u "  dans les proportions de glucuranidase provient 

du fonctionnement défectueux des cellules en présence du LPS dès le temps 

zéro de la culture, alors que les cellules témins, en .W +, ont synthé- 
tisé de la glucuronidase pendant les 16 heures de culture. 



d) IR - - -  wS&est stimulant pour les macrophages et entraîne une exocytose de 

glucuronidase dont on retrouve 22,5 % de l'activité totale dans le milieu 

I à 120 pg/ml. Cependant à 1,2 et 12 pg/ml, le WSA semble entraîner une 

1 exmytose d'hydrolases sans accroissement de leur activité globale. 

e)  @-MA gnetis prowque, à 12 pg/ml, une aupntation de 25 % 

de la béta-glucuronidase, mis seulement de16%à 120 pg/ml. A cette der- 

nière concentratian, 45 % de la glucuronidase passe dans le milieu de 

culture, le contenu cellulaire diminuant de 36 % par rapport à la cuncen- 

tration dans les cellules-témins. Comw le taux intracellulaire de 

leucine-naphtylamidase tcanbe de 42 % et celui des protéines de 6 %, on 

doit considérer 1'AgR à 120 pg/ml corme toxique pour les cellules, ce qui 

confimu3 les observations de microcinhtographie. 

A 12 )ig/ml, en revanche, le taux protéique des cellules aug- 

mte de 22 %, celui de leucine-naphtylamidase est stationnaire et celui 

de la glucuronidase s'accroit de 9 % dans les cellules et de 12,5 % dans 

le milieu. Acette concentration, 1'AgR est stimulant in vitro, sans toxi- 

cité pour les cellules, avec un léger pouvoir d'exocytose des hydrolases. 

f) L'1.P.M. - - - - -  est certainement le stimulant le plus spectaculaire de ceux 
que nous avons étudiés. Il provoque une énom exocytose de glucuronidase 

sans marquer de toxicité cellulaire notable, sinon très légère à 120 pg/ml, 
oùl l'on dose 9 % de la leucine-naphtylamidase dans le milieu, mais insuf- 

fisante pour rendre capte du relargage massif de béta-glucuronidaçe 

(64 %) dans le milieu. L'activité globale en cette enzyme augmente avec 

chaque concentration d'DM. 

L'on retrouve avec cette substance, l'effet des éléments 

particulaires (amiante,  complexes , etc. . . ) relevé par ALLIÇON et 

son laboratoire sur les macro~hages et leurs enzps hydrolytiques. La 
1 présence de particules ou d'antigènes particulaires augmente ou provo- 

que le relaryage des enzymes lysosomiales et elles-seules. 



Une culture de macrophages avec des m i c u l e s  de latex a 

donné un relargage spécifique de l a  béta-glucuronidase (tableau 32) : 

:Fjrotéi-: b u -  : Béta-glucuronidase 
: nes : N a  : A Milieu ?Mal A % Nilieu' 

(------:------:------: ---------------------------------- I 
( - 

- - ( O : 56,O : 4,5 : '22,7 O 22,7 0 ) 
( . 
(0, l  m l  : 68,3 : 6, l  : 31,O + 36 % O 31,O + 36 % 0 1 
( 
(0,5 ml : 66,3 : 7, l  : 30,2 + 33 % 6,7 36,9 + 6 2 %  1 8 % )  
( 1 

Tableau 32 : Effet du latex sur des macrophages péritonéaux de r a t s  WSTAR 

a culture in vitro.  Une suspension de latex 0.8 pn DIFCO, 
diluée au 1/40 dans du milieu MJ3ï+, a é té  distribuée selon 

les quantités indiquées, dans les 2,5 m i  f inals  de l a  culture 

de macrophages. 

On voit que prallèlement à une augmntation de l ' ac t iv i t5  

intracellulaire de leucine-nayhtylamidase e t  de l ' ac t iv i té  totale en 

béta-glucuronidase, il y a un relargacje de ce t te  dernière enzyme dans l e  

milieu de culture. Notons une certaine adsorption des protéines relarquées, 

sur les particules de latex non phac~ocytées. 

En conclusion, l'ensemble des mlécules ut i l i sées  stimulent, 

à des degrés divers, les macrophages en culture i n  vi t ro ,  l ' P M  6tant le 

stimulant l e  plus ac t i f ,  au moins sur l'exocytose spécifique des e n z p s  

lysosmiales qu ' i l  provoque. L'AgR à ce titre possède une t r è s  légère 

action, mais  se  révèle toxique à trop forte concentration. 

5) Stimulation avec du sérum de rats infectés ...................... ------ 
i EÇ.manson 

Selon le mSme protocole de culture des macrophages que celui  

u t i l i s é  avec les stimulants décri ts  ci-dessus, nous avons appliqué pen- 

dant 16 heuxes, à des macrophages eri tonéaux de rats FISHER, 10 % de 



sérum de rats syngéniques sains ou infestés par Schistosom m s o n i .  

I;es dosages ont donné les résultats  du tableau 33. 

Sérum de r a t  Sérun de r a t  infestS i 
sain depuis 70 j 

A 1 
1 

( .............................. 1 
( + + 1 
( Protéines (tig/1~6 cells) 44,6 - 5,2 45,6 - 8,5 
t 

% 2,2 % ) 

( Phosphatases acidesL.( " 1 
( 

Tableau 33 : Effets c a p a r a t i f s  d'une sérum de r a t  FISHER sain e t  d'un 

sérum de rat infesté y S. mansoni depuis 70 jours, sur 

divers paramètres de macrophages péritonéaux de r a t s  syn- 

géniques en culture i n  v i t r o  

On remarque, qu'a l'exception de la cathépsine C qui dé- 

c ro î t ,  toutes les autres ac t iv i tés  augmentent en présence du sérum de 

rat infesté,  la béta-glucuronidase un taux supérieur de 

près de 34 % à celui  obtenu avec du sérum de r a t  sain. 

Quel peut être l ' e f f e t  d'antigènes parasi taires sur des 

macrophages a ins i  "armés" ? 

Après 16 heures de contact macrophages-sénuns de r a t ,  nous 

avons ajoute aux milieux 50 p l  d'un broyat f r a i s  de vers adultes de 

S. mansoni et  avons l a i s sé  les cultures 3 heures suplérrientaires. Les 



dosages n'ont été réalisés que sur les cellules, car les milieux 

antiennent une for te  proportion des diverses enzyms dosées, a p r -  

tées tant  par l e  sérum de r a t  que par les broyats de s c h i s t o s o ~ s  

(Tableau 34) . 

1 
Sérum de r a t  Sérum de r a t  1 

sain infecté 1 

+ broyat de schistosomes 
A 1 

1 

\ 6 + + 1 
( Protéines (pg/10 cell) 39,6 - 2,3 43,l - 2,3 + 8,9 % ) 
( 6 + + 1 
( Cathépsine C (nM/lO cell/h) 4 5  - 5 44 - 3,s - 2,2 % ) 

( Phosphatases acides ( ) 
( 

Tableau 34 : Action i n  v i t ro  d'un broyat f ra i s  de Schistosoms adultes 

sur divers paramètres de macrophages "armés" par des sérums 

de rats sains ou infectés par le parasite depuis 70 jours. 

Sauf pour les phosphatases acides, les taux enzymatiques 

diminuent dans l e s  macrophages s p é c i f i q u m t  armés par du sérum de r a t  

infesté : la fixation des irmiunglobulines cytophiles, suivie de celle 

des antigènes particulaires du broyat de parasite ont provoqué une 

exocytose des enzymes hydrolytiques des mcrophages. 

Il faut en e f f e t  considérer que les taux intracellulaires 

de ces molécules sont fortement augrrientés par l a  préculture des cellules 

dans du sérum de r a t  parasité (Tableau 33) e t  que l a  différence entre 

les deux types de culture après action des antigènes parasitaires 

(Tableau 34) n 'est  pas le r e f l e t  du relargage rée l  e f f e c t i v m t  produit 

par ces antigènes. 



Eh conclusion de ces @bnentations d'activation in vitro, 

on peut dire que, sans préjuger de l'activité biolqique des macrophages 

stimulés par ces divers agents, en particuiier quant à leur toxicité 

vis-à-vis de larves de schistosarries, il est possible d'affirmer que 

1'IPM est un activateur puissant du métabolisme macrophagique et qu'à 

un degré mindre, 1'AgR et le WSA le sont aussi. 

Enfin, le sérum de rat parasité est égalenent stimulant 

et provoque une activation des enzymes du macrophage, supérieure à celle 

obtenue avec le sérum de rats sains. 

Ces observations, réalisées sur des mcrophacjes en culture 

in vitro, débarrassés des cellules inmuno-ccxnpétentes nomlement pré- 

sentes dans les réactions au sein de l'animal, il convenait de les 

effectuer in vivo. C'est que nous allons examiner maintenant. 

B) Activation in vivo 

1) Stimulation ---------------- des macrophacles 

Les mêmes agents, testés in vitro, ont été utilisés in vivo 

à 2 pg, 20 pg, 200 pg et 2 000 y c ~  en solution dans 1 ml d'eau physiolo- 

gique injecté dans la cavité p5ritonéale de rats HCDDED LISTER consan- 

guins (2 rats par concentration). Deux rats témoins reçoivent 1 m l  d'eau 

physiologique. 

Sept jo& plus tard, le$ macrophages péritonéaux sont 

récupérés par lavage péritonéal avec 20 ml de MEM hépiné. Les cellules 

lavées de chaque rat sont réparties dans 3 boites de Petri F n N  

culture cellulaire de 5 cm de diamètre, à raison de 3 millions de cellu- 

les par boite. 

Après 3 heures de culture pour permettre l'adhérence des ma- 

crophages, le surnageant contenant les cellules non fixées est éliminé, 

la couche cellulaire est énergiquemnt lavée trois fois agitation 

circulaire des boites avec du PBS froid. 

k s  macrophages sont alors lysés avec 1 ml de tampon Tris- 

Magnésium pH 7,2, contenant 0,l % de Triton X 100. LRs dosages décrits 

dans l'activation in vitro (protéines, Mta-glucuronidase et leucine- 

naphtylamidase) sont réalisés sur les lysats cellulaires. 



Les taux obtenus, raprtés sur le tableau 35 et la figure 36, 

sont mins spectaculaires que ceux observés in vitro. 

A l'exception de la lisprotéine de kyste hydatique et de 

1'AgR de M. mcpnatis, l'ensemble des substances injectées se révèlent 

peu stimulantes. 

Le muramyl-dipeptide est aussi faiblent activateur in vivo 

qu'in vitro. LE W S A  - stimule la béta-glucuronidase, surtout à 200 pg 

(+ 45,5 %) mis très peu les protgines et la leucine-naphtylamidaçe. Le 

LPS et 1'IPM stimulent la glucuronidase aux faibles concentrations (2  JI^ - - 
et 20 p g ) ,  l'PM - étant encore actif à 200 pg avec sans doute un relargage 

in vivo de la ~-glucuronidase, puisque son taux intracellulaire diminue, 

alors que la leucine-na&tylamidase double par rapport aux mcrophages 

témins . 
: La lipoprotéine de kyste hydatique déclenche un accroisset-rent 

général des paramètres mcrophagiques choisis dans cette expérience, 

canw cela se produit in vitro ; cet accroissement est cependant supérieur 

ici : les protéines augmentent de 31 %, la glucuronidase de 52 % et la 

leucine-nabntylamidase de 160 % (2,6 fois plus que dans les témoins). 

Jusqu'à 200 p9, 1'AgR de M. smegmatis est stimulant, mais 
toxique à 2 q puisque l'accroissement du nombre de mlécules dosées est 

moindre à cette dernière concentration qu'à 200 pg (puticulièranent pour 

la leucine-naphtylamidase) . 
Il ressort de cet ensable d'zctivités que la stimulation 

in vivo des macrophages entraîne une certaine modification des taux 

intra-cellulaires enzymatiques, mais que ces altérations ne signifient 

pas grand chose par e l l e s m s  si l'on ne fait pas agir ces cellules 

stimulées sur des cibles biologiques où les mécanisres cytotoxiques éven- 
l tuellement activés pourront se manifester. 

C'estàun tel effet que nous avons exposé des larves prasi- 

taires, dans les expériences qui seront décrites dans la seconde partie 

du dernier chapitre, consacré à l'application de l'irrarrunostimlation 

humrale et mcrophagi~e dans la schistosamiase expérimentale du rat. 
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( 1 
(EauPhys. : 2 p g  : 2Opg : 20Opg : 2 0 0 0 p g  ) 
( 

( 
1 

-4 
( IpM 
( 

1 

( Protéines : 32,70 : 33,98 : 39,87 . :  41,14 : 40,68 ) 

( 
( Protéines : 35,70 : 44,5 : 35,4 : 43,5 : 46,8 ) 

' Béta-glucur. 22.4 
( 

26,9 . 30,6 . 3 4 , l  : 3 4 , l  1 
( Leucine-NA : 5 ,9  : 815 : 13,9 : 11,l : 15 ,3  ) 

( 
( Protéines : 34,5 : 49,4 : 47, l  : 55,3 : 52,O ) 

) 

(Béta-glucur. ( 23,2 1 35,9 . 30,2 . 35,4 : 34,2 . 

( Leucine-NA : 5 18 917 710 : 16,O : 1 0 , l  ) 

( Protéines 
) 

: 35,8 : 48,2 : 41,O : 40,9 : 35,9 ) 
I 

t------------:--------:-----------:---------:-------:------- 
( 1 
( 14uramyl-dip. : 
( 

1 

( Protéines : 35,9: : 38,6 : 35,7 : 36,7 : 34,6 ) 
( 

: 29,9 : 24,O 
) 

( Béta-glucur. : 23,6 : 24,8 : 24,4 ) 

( 
( Protéines : 35,7 : 37,O : 35,4 : 36,O : 34,8 1 

' Béta-glucur. : 
( 

22,3 30,9 - 28,6 i 32,6 . 29,9 ) 

( Leucine-NA : 5 ,7  511 519 5 13 
( 

513 1 
1 

Tableau 35 : Effet de l'injection intrapéritonéale d'eau physiologique 

et de divers inanunostimulants sur les macrophages de rats 

HOODED LISTER consanguins. Les protéines sont exprid 

en pg p r  106 cellules, et les activités enzymatiques 

en n a m l e s  de substrat hydrolysé par heure et par 

million de cellules. J 





Dans la première partie du chapitre qui suit, nous rapportons 

les essais de stimulation de la production des irtununoglobulines E au cours 

de l'infection expérimentale du rat par S. mansoni. Parmi les adjuvants 

utilisés, figure 1'AgR mycobactérien dont les qualités inmunostirmilantes 

dans la production d'anticorps se sont révélées positives vis-à-vis de 

1 'albunine. 



C H A P I T R E  V 

APPLICATION A LA SCHISTOSalIASE MPElUMEXTALE DU RAT 



1 - POIENTIAL,ISATIûN DES IqE 

Les infections parasitaires sont respnsables d'un important 

accroissement de la synthèse des iIrununoglobulines de type E (réagines) 

sec i f iques  et  non s@cifiques du parasite. Cette particularité entraîne 

une forte élévation du taux sérique des IgE globales du sujet  parasité 

avec ses conséquences sur l e  développmmt d'une hypersensibilité immé- 

diate, mais aussi sur l'apparition d'une résistance à l a  réinfection, 

dans l a  mesure où ces hunoglobulines coopèrent i n  vivo avec les  macro- 

phages pour détruire les larves nouvellanent introduites dans llorganisnie. 

Dans l ' intention d'accroître l a  réponse h m r a l e  e t  particu- 

lièrement ce l le  des IgE, nous avons étudié l ' e f f e t  de l ' injection de di- 

vers adjuvants simultanément à une infestation expérirrientale par Schisto- 

sama m s o n i  chez le r a t  FISHER. 

A) Protocole d'infestation e t  d'irmninosti-nulation 

1) Infestation des r a t s  

Cki réalise .me suspension aqueuse de cercaires de Schistosam 

w s o n i  fra'ichenient émises par des mllusques infestés depuis 3 senaines 

et placés à 30°C. Après numération d'un demi m l ,  en Lugo1 à 5 %, la 

suspnsion de cercaires est ajustée à 800 larves p r  m i  et 1 m i  de celle- 

ci est déposé dans l'anneau métallique fixé sur l a  peau abdaninale des 

rats. Le contact entre larves e t  r a t s  e s t  poursuivi de 20 à 30 min. délai  

au bout duquel 99 à 100 % des cercaires ont pénétré dans la P a u  des 

rongeurs. 

Des  r a t s  FISHER consanguins mâles de 180 g sont maintenus 

en dé-ubitus dorsal. La surface abdaninale, rasée puis mouillée à l 'eau, 

reçoit  un anneau en inox de 2 cm de diamètre sur 1 an de haut maintenu 

par une bande adhésive. 

- 



2) In-Jection des aawants , - me---------- ------ 

Au m e n t  de détacher l'animal, en fin d'infestation, il reçoit, 

en injection sous-cutanée dans le flanc, 0,2 ml d'hydroxyde d'almine con- 

tenant l'adjuvant à tester. Le geld'aluminiunest réalisé par précipita- 

tion d'hydr0-i.de d'alumine à partir d'une solution de sulfate d'alumine 

en présence de soude (cf. pages techniques 195) . Il est injecté à la 

concentration de 1 mg d'aluminium par ml, soit 200 pg d'aluminium p r  

dose adjuvante dans nos conditions de stimulation. 

Tous les 7 à 10 jours, les anuMwr sont saignés p r  prglèvm-t 

dans le sinus rétro-orbital. 

Panni les substances ~ostimulantes utilisées, nous avons 

inkcùuit des genres tués de Bordetellapertussis..En effet, B. pertussis, 

le bacille de Bordet et Gengou agent de la coqueluche, est une bactérie 

qui stimule les IgE vis-à-vis d'antigènes injectés en même temps ou p u  

de t q s  avant ou après elle. L'antigène "histarnino-sensibilisant" a été 

récemmt isolé (LEHRER et coll. , 19 75f3' 

Conarie source de bacille, nous avons anployé le vaccin anti- 

ooquelucheux de l'Institut Pasteur (PEWHYDRPJ;) qui contient 5 milliards 

de germes tués par mi d'hydroxyde d'alumine. 

Nous avons m é  quatre séries différentes d'infestations 

stimulées : 

a) m-s-qejga$?- e t ae ,  nous avons infesté 25 rats, répartis en cinq 
groupe de cinq : 

- 5 rats ont reçu chacun 1 milliard de B. pertussis 
- 5 rats ont reçu chacun 1 million de B. pertussis par dilution 
du vaccin anticoquelucheux au 1/1000, avec de l'eau physiolo- 

gique 
- 5 rats ont reçu 10 pg d'AgR de M. -tis 
- 5 rats ont reçu 10 pg de lipprotéine de este hydatique 
- 5 rats ténioins ont reçu l'hydroxyde d'alumine seul. 



b) ~ s _ ~ e - s ~ n ~ e - e p ~ r & e ~ c g ,  - 20 r a t s  ont é té  infestés e t  imnunosti- 

mulés selon l a  répartition suivante : 

- 10 r a t s  ont reçu 10 pg de - LPS de S. typhi en solution dans l a  

suspension d'hydroxyde d'alumine ; 

- 10 r a t s  n'ont reçu que l'hydroxyde d'alumine. 

c) Dans - - - - - -  une troisi* - - - - . -  série,  a é t é  étudié l ' e f f e t  d'une stimulation 

répétée par plusieurs injections de l'adjuvant : 

- 10 r a t s  ont é t é  stimulés l e  jour de l ' infestat ion par 10 pg de 

lipoprotéine ( L9) de kyste hydatique (Echinococcus granulosus) 

en A l  (OH) puis ils ont reçu 10 pg de LP en A l  (OH) les 

9ème, 20èm et 30ème jours de l ' infestat ion ; 

- 10 r a t s  términs ont é t é  stimulés les mêmes jours pr l'hydroxyde 

seul. 

d) Enf in  - - g-dern,ier_ - q r - ~  de 10 r a t s  a é t é  infesté et stimulé par injec- 

t ion de l'adjuvant dans l e s  coussinets ~ l a n t a i r e s  postérieurs. Ce groupe 

se partage en deux : 

- 5 r a t s  ont é t é  vaccinés par 10 pq de WSA dans l e s  0,2 ml d'Al (OH)3 - 
- 5 rats témins  ont é t é  vaccinés avec l ' A l  (OH)3 seul. 

Cent quarante neuf jours après l a  première infestation, à une 

I époque où le  taux sérique des IgE globales est revenu au niveau i n i t i a l ,  

I et où l'imnunité à la réinfestation e s t  en principe abolie, nous avons 

l réinfesté, avec 800 cercaires, les r a t s  stimulés, lorsde la première 

infestation, par B. pertussis e t  par l ' A 2  de Y. smegmtis, ainsi que 

les témins ,  en omettant ce t te  fois-ci l'adjuvant. 



Les IgE sériques globales sont dosées par une technique radio- 
77 

imnunologique selon l e  protocole décrit par CARSON e t  coll. (1974) (cf. 

pages techniques 192). Les IgE contenues dans l e  sérum à doser entrent en 

campétition avec une quantité donnée dlIgE marquées à l 'iode 125 pour l a  

fixation sur des anticorps IgG spécifiques des IgE. 

Les IgG étant insolubles dans l e  sulfate d ' m n i u m  à 33 % e t  

l e s  IgE étant solubles, on précipite avec ce se l  les  IgG e t  les  IgE com- 

plexées aux IgG, laissant en solution les  IgE libres. Parmi ces IgE li- 

bres, les  molécules radioactives sont d'autant plus abondantes qu ' i l  y 

avait davantage dlIgE en conpétition dans l e  sérum à doser. k s  IgE radio- 

actives sont évaluées par mesure du rayonnant  g a m  d'une fraction du 

surnageant de l a  précipitation. 

Les résultats sont exprimés en pg/mi d11gE, par carparaison 

avec l a  radioactivité obtenue avec une g m  étalonnée ~ ' I ~ E  pures (5) . 
Pour chaque adjuvant testé, les  sérums, dosés individuellement 

et en t rois  exemplaires, sont repoupés y jours de yrélèvement après 

1 ' infestation. Lci myenne donnée es t  l a  moyenne géométkique ou médiane, 

avec les limites du domine de confiance de 95 %. 

B) Résultats 

1) Première infestation 

Quatre g r o g s  d'infestations ont Eté réalisés, m m  indiqué 

plus haut. 

a) le tableau 37 donne, pour l a  ~remière série, les  taux myens, en pg/ml, 

d'IgE obtenus entre l e  jour de lli?festation e t  l e  140ène jour. Ce ta- 

bleau es t  traduit en courbes sur les  figures 38 à 43. (suite du texte -. 145). 

(5) Nous devons à Madame fioselyne ROUSSEAUX d'avoir pu mener à bien le dosa- 

ge des quelques 1400 sérums recueillis au cours de ce travail ,  qrâce aux 

IgE marquées qu'elle a préparées p u r  nous. Nous remercions également 

.Wnsieur H. BAZm pour les  IgE purifiées utilisées dans ces dosages. 
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Témins L P S  1 
* 

C------i---i----i- -------------- 1 
1 

: 0,11 (0,08 - 0,14) : 0,25 (0,20 - 0,32) ) 

Tableau 44 : Taux sériques des IgE chez des r a t s  infes- 

tés par S. mansoni e t  recevant le même jour 

10 pg de LPS de S. typhi en sas-cutanée - 
dans le flanc. 





L.P. 1 . 1 : kyste hydatique , 

Tableau 46 : Taux sériques des IgE chez des rats FISHER 

- infestés par S. m s o n i  et recevant plusieurs 

injections de 10 pg de la lipoprotéine de kys- - 
te hydatique (injections les jours marqués S) . 
US ténioins reçoivent aux mêmes moments de 

l'hydroxyde d'alumine (entre parenthèse : 

h i n e  de confiance de 95 %) . 





( * 

( Témoins FJ S A 1 
1 

Tableau 48 : Taux sériques des IgE chez des rats infestés par S. mansoni 

et stimulés le m3t-e jour avec 10 pg de PÇA. 





( 1 
( Animaux réinfestés, sans i n j e c t i o n  d ' ad juvan t  

I ( 
1 

( 1 Témoins 1 
' ( : non réinfestés : B o r d e t e l l a  pertussis 

( 10 10 
AclR ) 

( 
------Y------ ---------------- 1 

( J 140 : 0.27 (0.19-0.37) : 0.28 (0.19 - 0.42) : O ( 0 1  - 0 3 1 )  : 0.39 (0.26 - 0.58) 1 ) 

( , . 1 ( i 2  + 8 (1571 i 0.30 (0.16-0.561 j 0.74 (0.34 - 1.59) j 0.24 (0.11 - 0.50) j 0.49 (0.30 - 0.80) ) 

( i 2 +  19  (168) : 0.32 (0.26-0.40) : 7.52 (4 .42 -12 .78 )  : 1,59 (0 .96 -2 .63 )  : 6.29 (4.16 - 9 , 5 1 )  ) 

( i 2 +  27 176 : 0.76 0.26-2.28) '11.07 (8 .60 -14 .25 )  i 6.64 (3 .97 -11 .12 )  :17,78(11;44-27.62) 1 
( i 2  + 40 il891 : 0.71 0.25-1.96 : 5.77 4.40 - 7 56) : [&;3i 1 15Qf) ;fQ: ( i 2  + 5 3  (202 : 0.16 /O.ll-0,221 : 6.22 14.22 - 9.14) . 
( 1 2  + 60 (209) i ( 

- 1 1 5.99 (3.14 - 11,421 1.80 (0.55 - 5.91) :21,75(14,27 - 33.17) ) 
- ( i 2  + 70 (219) : : 5.89 (3.22 - 10.78) : 1.74 (0.55 - 5.52) :20.82(14,59 - 29.69) ) 
7- ( i 2  + 81  (230) 

( 
4.56 (2.59 - 8.03) j 0.82 (0.44 - 1.50) i19.52(11,86 - 32.11) ) 

( i 2  + 96 (245) : - : 1.32 (1.84 - 4.80) : 0.83 (0.38 - 1,80)  :20,30(15,44 - 26.69) 1 ) 

- ( 1 2  + 106 (255) 
( 1 1 2.97 (1.84 - 4.80) : 0.60 (0.27 - 1.28) :17.11(&é.99 - 22.53) ) 
I 

Tableau 50 : Taux s é r i q u e s  en IgE globales chez des rats FISHERmâles réinfestés le 149ème jour après une 

première i n f e s t a t i o n  3 S. manmi, s e l o n  l ' a d j u v a n t  r e ç u  lors de cette première infestation. 





b) Le tableau 44 présente les taux d'IgE obtenus avec les rats stimulés 

par le lippolysaccharide de S. t ~ h i  (courbe fig. 45). 

c) Le tableau 46 donne le résultat de l'injection répétée d'hydroxyde 

d'almdne chez les témins et d'hydroxyde d'alumine avec de la li-- 

protéine de kyste hydatique chez les animaux eerimentaux (courbe 

de la figure 47). 

d) La quatri* série d'infestation correspond à des animaux recevant 

simultanément dans les coussinets plantaires postérieurs 10 pg de 

WSA (toujours en Al (OH) j) ; les témins reçoivent 1 'hydroxyde d 'alu- 

mine seul (tableau 48 et figure 49) . 

2) Réinfestation ----------- 

Nous avons réinfesté au jours 149 les rats des deux séries 

B. pertussis et les rats de 1'AgR M. çmigrnatis. Le tableau 50 et la 

figure 5 1  donnent les taux d'IgE obtenus avec ces divers animaux qui 

n'ont pas reçu l'adjuvant lors de la secode infestation. 

C) Discussion 

Les infections parasitaires stimulent fortement la synthèse 

de l'ensemble des IgE de l'organiçme. Il est difficile et hors de notre 
- 

propos, de préciser actuellement si cette stimulation intéresse toutes 

les cellules destinées à une synthèse d'IgE ou seulement celles qui 

avaient déjà comnencé leur différentiation vers la cellule sécrétrice 

dlIgE au rramient de l'infestation. 

1) Le ?renier pint notable, en observant les 

diverses courbes que nous avons tracées, est leur similitude tant en 

ce qui concerne la forme générale qu'en ce qui concerne l'amplitude. 

Il senble, à première vue, que les adjuvants utilisés, à la dose uti- 

lisée, n'ajoutent pas grand chose à la potentialisation majeure de 

l'infection parasitaire. 



En réal i té ,  la courbe "témin" qui est, dans les diverses 

expériences, l a  courbe obtenue avec les animaux recevant le seul s u p  

port minéral des adjuvants bactériens, e s t  déjà une courbe stimulée. 

Le dosage des IgE chez les animaux irmninisés avec un million de B. per- 

tuss is  (courbe 39) constitue l a  vériable courbe t émin  car nous avons 

dilué mille fo i s  l e  vaccin anticoquelucheux avec de l 'eau physiologique 

pour réaliser  ce t  adjuvant. Il apparait a ins i  que l1hydroxyde.d 'aldne 

lui-même e s t  un bon stimulant de l a  synthèse dlIgE ce que d'autres au- 

teurs, t e l s  RFVOLTEUA et OVARY (1969f8avaient constaté chez l e  lapin 

p r  les tests d'anaphylaxie cutanée passive. 

Quant à l a  dose de 10 pg SUI laquelle nous nous çorrunes arrê- 

t é s  pour ces expériences, nous l'avons choisie sur l e s  observations de 

PERINI e t  !3TA (1973f0& avaient dénontré un e f fe t  optimum sur l a  syn- 

thèse des IgE de 20 pg de LPS par ki lo  chez l e  cobaye. Nous avons donc 

fixé à 10 pg pur tous les adjuvants bactériens ou parasitaires, la 

quantité introduite dans chaque animal (exception f a i t e  de l'expérience 

de stimulation répétée). Il nous a pxu qu'une faible dose avait plus 

de chance de stimuler préférentiellerrient l e s  IgE e t r  d'autre part,  pou- 

va i t  rendre plus évident un pouvoir adjuvant efficace. 

En ce qui concerne B. pertussis, certains auteurs (BINABII e t  
31 187 

R F a J A m R . ,  1964; JARRE?T et  coll . ,  1974) u t i l i sen t  les doses de 10 milliards 

de g m s  y r a t  en injection intrapéritonéale, l'équivalent de 2 m l  

de PEKI'HYDRAL (Pasteur). Etant donné l e  d e  d'injection en sous-cutanée 

choisi, nous avons dM.nué l e  volume e t  donc l a  dose administrée. 
- 

2) Sur le plan du taux dlIgE globales obtenu, .- 
1'AgR se révèle comne le plus efficace (courbe 41) ; l a  répnse  secon- 

daire de ces animaux à la deuxième infestation (réalisée sans adjuvant) 

est d 'ai l leurs beaucoup plus for te  qu'avec les autres adjuvants (combe 

511, ce que nous in teqrétons  c o r n  l a  d h n s t r a t i o n  du développemnt 

d'un plus grand nombre de cellules-mémoires lo rs  de l a  première infec- 

tion. Pour chacun des stimulants, l e  niveau de la r épnse  secondaire 

est sensiblement décuplé par rapport à celui  obtenu lors  de l a  première 

a t te in te  parasitaire. 

Enfin, la stimulation répétée, que ce so i t  avec l a  lipopro- 

téine ou avec l 'hydroqds d'alumine, a u w t e  le taux maximum obtenu 

à 40 jours, par rapport à une seule injection des divers imnunostimlants. 



3) Si l'on s'intéresse à la fonne de ces courbes, 

deux éléments frappent l'observateur. 

Tout d'abord, la mntse brutale entre le 10- - 20& jour 

et le 30- - 4 0 k  jour, accroissement important déjà noté par d'autres 

auteurs (T(OUSSEAüX, 1974f7 A ce sujet, il peut être utile de remarquer 

le retard obtenu dans cette mntée du taux des IgE globales chez les 

animaux stimulés avec le LPS (courbe 45) et avec la lipoprotéine adminis- 

trée quatre fois (courbe 47), par rapport à leurs thoins respectifs. Le 

problcm reste entier de connaître le signal de la synthèse IgE, la nature 

de l'antigène déclenchant. Provie~t-il des larves détruites lors de la 

pénétration dans la peau ? des larves détruites dans les Fumons ? du 

n6tabolisme des vas installés dans le système porte ? ou, tardivement, 

du relargage antigénique massif provoqué par le rejet de la population 

parasitaire ? 

ûn sait que les ptites quantités d'antigènes favorisent la 

synthèse d'IgE. Est-ce le cas dans l'infection par S. msoni chez le 

rat, en particulier dans les premiers jours de l'infestation. Nous pen- 

cherions, quant à nous, pur cette solution étant donné le délai très 

court dans certains cas (10 à 15 jours) pour obtenir un taux élevé d'IgE. 

Le second pint fra?pt, et peut-.être le plus important sous 

l'angle de 1 'irraminostimulation, est le "creux" formé dans toutes les 

courbes entre le 50èprie et le 90ème jour environ, avec la rmntée tempo- 

raire des IgE aux alentours du 100è3Tie jour. Il nous semble que l'effet 

adjuvant se marque davantage sur la durée de cette déflation que sur le 

taux d'IgE obtenu au point maximum autour du 30àne - 40ème jour (cf. 
courbes 41 et 42 par ra~prt à la cour* témin 39). Le problhe est 

de savoir à quoi correspond ce creux. Il est tentant de penser qu'il 

est produit par la "consonniation" des IgE par les antigènes parasitaires 

mis en circulation principalement lors du rejet des vers, et donc la for- 

matim d'irmunccanplexes. Ceux-ci,stils circulent dans le sérum, ne sont 

pas dosés par la technique utilisée, ou bien, sont blcqués ou éliminés 

dans quelque organe du rat. La remntée des IgE serait alors produite 

par la diminution puis la cessation de la libération des antigènes para- 

sitaires, suivies peu après de la fin de la synthèse des IgE elles-mêrries. 



Dans ce cas, l a  production réel le  d'IgE en présence des divers irmunosti- 

mulants u t i l i sés ,  correspondrait à des courbes sans ce creux, t e l l e s  qu'on 

peut les imaginer en poursuivant fictivement l a  courbe de mntée pour re- 

joindre le second pic de f i n  de synthèse. L'importance du creux serait 

donc d i r e c t e n t  proportionnel à l'abondance des inununconplexes fom5s, 

lesquels semblent jouer un rôle majeur dans l'armement des macrophages 

dans l a  période d ' h u n i t é  à l a  réinfection. 

Une objection ireprtante s'oppose cependant à ce t te  explica- 

tion de l a  chute temporaire du taux d'IgE : c ' e s t  que ces courbes sont 

cel les  des IgE globales e t  non cel les  des IgE spécif iqumnt  an t ip ra s i -  

t a i res  . 

4) Notons également l a  baisse systématique des IgE 

circulantes entre le jour de l ' infestat ion et  l e  10ème jour, parfois 

le  20ème jour. 

En faisant abstraction de l 'objection sur l a  nature des IgE 

dosées dans ce système‘, l'hypothèse la plus simple sera i t  la  corrplexation des 

IgEexistantes avec l e s  premiers antigènes libérés par l e s  larves détrui- 

t e s  dans la peaii ou l e s  p m n s  dans l e s  prmiers  jours de l ' infection.  

Mais l à  encore nous n'avons aucun argument expérimental pour étayer ce t t e  

supposition. 

5) Ehfin, nous avons é t é  t r è s  étonnés p r  l a  cin5- 

tique sur 200 jours des qimaux stimulés par l e  LPS (fig. 45), avec le 

retour du taux des IgE au niveau i n i t i a l  entre l e  130 e t  le 1 4 0 h  jour, 

suivi d'une remontée, a p p a r m t  persistante,de quelques semaines. ï e s  

rats ténioins et stimulés de ce t te  @rience vivaient dans des cages sé- 

parées, par groupes de cinq anirmux. Nous n'avons malheureusement pas 

d i s p s é  dans ce t te  expérience de ténaoins supplémntaires non infestés 

qui nous auraient pxmis de déterminer si cette soudaine élévation du 

taux des IgE globales é t a i t  due à une infection parasitaire contractée 

dans l'animalerie par l'ensemble des r a t s  de ce t te  série, ou s ' i l  s ' ag i t  

d'une évolution n o m l e  du taux de ces anticorps dans l ' infection biïhar- 

zienne . 



En conclusion, il nous semble nécessaire d'élucider la nature 

de la stimulation antigénique responsable de l'initiation de la synthèse 

des IgE spécifiques et globales, pur pouvoir déterminer la forrcie d'Lm- 

nostimulation par adjuvant: la plus adaptée au but à atteindre, qui est 

la vaccination antibilharzienne sans parasitose, réalisée au myen du ou 

des antigènes à IgE correctement potentialisés. 

Toutefois, l'apport pincipl de cette série d'expériences 

de stimulation nous paraît être la prolongation de la durée de synthèse 

des IgE, qu'il serait intéressant de faire corréler, chez ces animaux, 

avec la durée précise de l'immunité à la réinfestation. 
. Si la stimulation des IgE dans le cours de l'infection para- 

sitaire est un él&wnt mrtant, le mécanisme d'aylication de ces immu- 

noglobulines est un facteur tout aussi intéressant. C'est purquoi, nous 

avons utilisé les s é m  obtenus dans ces diverses e&riences d'imnuno- 

stimulation pour provoquer l'enrobement des larves du parasite par des 

macrophages normaux et nesurer par un test de radimarquage au chrom le 

niveau de cytotoxicité des cellules sensibilisées par les IgE. 

II - ARI\lENENT DES MACROPHAE CONTRE LES S C H I S T O ~ P . ~ S  

69 
h 1974 et 1 9 7 5 ~ - & ~ 0 ~  et coll. ont décrit le phénanène de 

l'enrobemnt in vitro des schistosamules de S. mansoni par des macrophages 

normaux de rats, préalablement incubés dans du sérum ~rwenant de rats 

syngéniques infestés. L'adhérence des cellules péritonéales aux schisto- 

soniles est suivie d'une forte mrtalité de ces derniers en mins de 

24 heures (planche IV) . 
Ces auteurs ont démontré le r61e des IgE dans ce mécanisme 

oii interviennent égalerrient les antiqènes parasitaires, lesquels circulent 

dans le sang des rats parasités à partir du 20ème jour environ après 

1 ' infestation. 
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PLANCHE I V  "- .- 



Nous avons cherché à quantifier l ' e f fe t  cytotoxique des 

mcro~hages sur les schis tosmles en marquant les  larves par du 

chrame 51 radioactif. Dans ce systè~re, les  protéines cellulaires fixent 

l e  chrome, qui n'est relargué à l 'extérieur des cellules, dans l e s  con- 

ditions physiologiques normales, qu'à un taux t rès  faible, correspon- 

dant au ca tabol im des protéines e t  à l a  régénération t issulaire du 

parasite. Lorsque, p u r  une raison quelconque, les  cellules çont lésées 

et qu'une fracture se  produit dans leur nerhrane, les protéines, marquées, 

çont libérées dans l e  milieu dont l a  radioactivité augmente en proportion 

des domges cellulaires subis. Le relargage spécifiqumnt dû à la 

cytotoxicité e s t  situé entre une limite inférieure, qui e s t  celle du 

relargage physiologique spontané e t  une limite supérieure, déterminée 

par l e  relargage mximum qu ' i l  es t  ~ s s i b l e  d'obtenir, étant donné qu'une 

partie du chrome reste définitivement fixé sur des structures insolubles, 

non diffusibles, des cellules parasitaires. 

Par ce moyen, nous avons testé : 

a) des macrophages de ra t ,  activés in  vivo par les  divers agents inamnio- 

stimulants décrits précédemment : P M ,  AgR, WSA, Muramyl-dipeptide, 

LPS e t  lipoprotéine de kyste hydatique ; 

b) des macrophages de rats  normaux, préalablemnt armés in  vitro par les  

IgE contenues dans l e  sérum de ra t s  infestés ; 

c) des macro-hages de ra t ,  activés in  vivo par 1'TP-I ou l'AgR, puis armés 

i n  vitro par incubation dans du sérurn de rats  infestés.. 

A) Techniques e t  Méthodes 

1) bQrquage des schistosomules - 

Les schistos~m~lles sont obtenus par l a  technique de S T m T  

et coll .  ( 1 9 6 6 f 6 h f i é e  par CLEGG e t  SMïTHEXG (1972r: qui uti l isent l e  

passage de cercaires, fraîchement émises par les  mllusques, à travers 

une peau dégraissée de souris, découpée sur l a  face ventrale et-tendue 
74 sur un tube rempli de milieu de culture maintenu à 37OC (M. CAPFO?J, '1974) . 



Le marquage de 2000 schistosmules environ par expérience 

est réalisé par leur incubation dans 100 p C i  de "chramate de sodium 

pendant 14  heures à 3 7 O ,  en milieu HLEG contenant 1 % de sérum de veau 

foetal décomplémenté (cf.  pages techniques 198) . 

2) Contact ........................ schistosoniles-mcro~haaes activés i.n vivo 

Les macrophages de rat, activés i n  vivo, çont prélevés, après 

7 jours de stimulation, par lavage péritonéal avec du 14EM hépariné, selon 

l e  protocole décri t  pur l e s  dosages enzymatiques des macrophages stimu- 

l é s  (p 111). 

Les cellules sontmises en cuit-ure dans l e s  alvéoles à fond 

p la t  de plaques de Terasaki (volume u t i l e  0,2 ml), à raison de 500 000 

mcrophages par alvéole. Les macrophages diversemnt stimulés çont dis-  

p s é s  dans l e s  plaques de façon à regrouper 4 à 8 alvéoles de contenu 

identique. 

Après 2 heures de préculture, l e s  alvéoles sont lavés avec 

du milieu 1434-i (voir composition p. 111) af in  d'éliminer les cellules non 

adhérentes . 
Les schistosomules marqués au 51Cr sont alors ajoutés, en  

suspension dans l e  &ne milieu de culture, à l a  concentration de 50 

larves par 0 , l  ml déposé à l a  pipette autantique. Quatre à hcit  

alvéoles sans macrophages sont remplis par la suspension de schistoso- 

mules p u r  obtenir un rekargage spontané des larves pendant l a  durée de 

l'->érience. - 

Les cultures sont poursuivies 16 heures. A l a  f i n  du contact 

macrophages-schistosamules, 0 , l  ml du surnageant de chaque alvéole (soit 

l a  rmitié de leur v o l m )  e s t  délicatement prélevé à l a  pipette automti- 

que  et  déposé dans un tube "surnageant", en groupant l es  avéoles de n-&w 

contenu, r>ar deux. LR reste est prélevé e t  déposé dans un tube "culot" 

qui reçoit  en outre le rinçage de chaque alvéole par 0 ,2  m l  de Triton XlOO 

à 1 %. Tous les tubes sont coq lé t é s  à 1 ml par de l 'eau d i s t i l l é e  pour 

uniformiser les volmes et  h q é n é i s e r  ainsi  les conditions de comptage 

du rayonnement gamna dans l e  spectrophotomètre. 



Calculs : le résultat  du tube "surnageant" est multiplié p r  deux p u r  

obtenir le chrm relarg-ué par la  culture, et  exprimé en pour cent de 

la radioactivité totale,  obtenue par addition des radioactivités du tube  

"surnageant" e t  du tube "culot". 

Tube "surna eant" x 2 x 100 
% Cr = - llsuniage~tll + tube I l c u l o t I l  

S i  l ' on  désire connaître le chrare relargable e t  le chr- 

définitivement fixé, il est possible de réaliser ,  après l a  lyse des 

sckistosomules par l e  Triton dars l e s  tubes "culots", une centrifugation 

qui  permet l a  séparation d'un surnageant contenant l e  chrcgne relarguable 

(auquel on ajoute l e  chrome du tube "surnageant") et  d'un culot contenant 

le chrom non relargable. On %ut alors  exprimer le c h r m  relargu? en 

pour cent du chrarne relargable. Cette f o m  de résultat ,  cependmt, n'ajou- 

te r ien aux expérhntat ions ,  car l e  chrom fixé définitivanent représente 

toujours l e  &e pourcentaoe (15 à 20 %) de l a  radioactivité totale ; si 

bien que l a  manipulation suwlémntaire que nécessite l'obtention de ce 

wamèt re  n 'es t  pas ampensée par une amélioration sensible des résultats.  

3) Amment des mcrophaggs .in viit,irn -------- -- -------- 

Les macrophages eri tonéaux normaux, c o r n  l e s  mcrophages 

activés i n  vivo pendant 7 jours, pwent être armés in  vi t ro  par l e  

sérum de r a t s  infestés. ' 
-. 

Les cellules sont ?rélevées e t  mises en culture, c o r n  ci- 

dessus, en ?laques de Terasaki. 

Après 2 heures de fixation des cellules adhérentes, l e s  a l -  

véoles sont lavés e t  l e  milieu Mm+ est renouvelé pourune culture de 

16 heures. 

LRs milieux sont alors remplacés par les milieux enrichis 

avec les sérums de r a t  à t es te r ,  à l a  concentration de 10 %. Les ITLêITYIs 

milieux sont déposés dans des alvéoles sans macrophages p u r  servir de 

témoins du relargage spontané du chrome F r  l e s  schistosorrailes. 

US incubations sont poursuivies pendant 7 heures, délai  

pendant lequel les macrophages, placés dans l e  milieu adéquat, subissent 

leur "armement". 



Au nr>ment de l 'addition des larves de schistosomes, les 

alvéoles sont vidés de 0 , l  m l  (soit l a  moitié de leur contenu) à la  

pipette automatique, e t  ce volme e s t  exactement remplacé, avec la 

&me pipette, par les schistosomules m ~ é s  en suspension dans du 

MEuSt, à raison d'une centaine de larves par 0 , l  ml de milieu. 

LR contact schistosarmiles-macrophages d s  est mintenu 

p d a n t  16 heures. 

Récupération des milieux : l es  milieux de culture sont récupérés, s o i t  

selon le protocole décr i t  dans le pragraphe précédent, s o i t  selori le 

protocole qui assure une plus grande sécurité dans l a  séparation du 

sumageant acellulaire e t  des larves marquées, mais qui introduit une 

manipulation supnlérrentaire des larves, avec l e  risque d'en lyser un 

certain nombre e t  de fausser a ins i  l e s  résultats  du relargage spéci- 

f ique . 

Dans cette seconde technique, où l e s  alvéoles sont regrou- 

pés par paires de naenie contenu, camrie p r é c é d m n t ,  l a  t o t a l i t é  du vo- 

l m  des alvéoles est récupérée en tubes à hériolyse ( so i t  2 x 0 ,2  ml). 

On ajoute l ,6 m l  de milieu de culture tampnné à 1'HEPES (cf. pages 

techniques 198). Les deux ml ainsi  constitués sont agités doucement pour 

homgénéiser l e  chrcane relargué sans léser les schistosomules. Les tubes 

sont laissés en décantation pendant 5 mn, puis centrifugés 1 m à 

500 t/m. 

On prélève alors dans l a  ~ r t i e  supérieure du surnageant 1 ml 

q u i  est dépsé  dans le t u k  "surnageant"., Les alvéoles sont rincés avec 

0,2 ml de Triton à 1 %, l e s  liquides de rinçage sont ajoutés dans les 

tubes contenant l e s  culots correspondants. Ceux-ci sont alors agités e t  

peuvent, cornrie précédemnent, être comptés tels quels ou divisés en chrome 

non r e l q a b l e  e t  en chrcm relargable par une centrifugation supplémm- 

taire. 

Les calculs sont effectués de l a  même façon par mlt ip l ica t ion  

par 2 des tubes "surnageants", exprimés en pour cent de l a  radioactivité 

to ta le  et/ou de la radioactivité r e l q a b l e .  



B) Résultats 

iors des premières expériences, nous avons é tab l i  l a  corréla- 

tion entre l e  relargage de chrome et l a  m r t a l i t é  des schistosomules dont 

l es  résultats  se sont mnt rés  bien reproductibles. Naus avons obtenu l e s  

rapports reproduits sur le tableau 57, linéaires sur un papier s d - l o g a -  

rithmique (courbe 56) . 

I 

( Chrome relargué bbr ta l i té  : Chrome relargué W r t a l i t é  ) 

(----------------------------7---: .............................. 
( 

1 
\ 

Tableau 57 : Corrélation entre chrome relargué e t m r t a l i t é  des schisto- 

d e s ,  établie sur les résultats  de 16 heures de culture 

dans diverses conditions. 

Le  relargage spontané dans l e  milieu de culture seul (MEMI) 

pendant l e s  16 heures de:lre&rience varie de 22 à 26 % (environ 4 % 

de m r t a l i t é ) .  La présence de macrophages normaux dans ce @IW milieu de 

culture f a i t  monter l e  relargage "spontané" entre 26 e t  30. % et mrres- 

pond à une m r t a l i t é  de 15 à 25 %. 

Le chrome définitivement f ixé sur les structures insolubles, 

non diffusibles des schistosormiles représente une vingtaine de p u r  cent 

de l a  radioactivité totale.  





REZARGACE DE U%XBE PAR DES SCHISTOSOWS CULTIVES 

IN VITRC) EN PRESEXCE DE MACROPHAGES STlMClLES IN VIVO 

( Relargage 
( 

1 
Eau I 2 p g  1 2 0 p g  I 200pg ig20oopg ) : spontané : physiol. . 

m -------- ------- ---CI-- CI-- - - - -  - - - - - -  - + > + + + + 
( * + -  
( LPS : 26.3%-0.7 : 29.3%-0.7 : 36,1%+1,5 : 35.2%-2.5 : 43,7%-8 : 36.7%-3 ) 

+ + + -  + L 

( D M  I26,2%-0.5 I 30.0%-1 : 31.9%-4 : 34.6%24 i 43.9%-8 : 43.0%-9 ) 

1 Tableau 58 : C h r a w  relargué par des schistosaniles cul t ivés i n  v i t r o  pendant 

l 16 heures avec des mcrophages péritonéaux de rats HOODED LISTER 

ktimulés 7 jours i n  vivo avec de l ' eau  physiologique et diverses 

quanti tés  d'imrmnostimulants. Le relargage spontané représente le  

chrame libéré par les larves dans le milieu de cul ture  seul ,  sans 

macrophages. Les résu l t a t s  sont en pour cent  de la  radioact ivi té  

totale dans chaque cul ture et  représentent la  rmyenne arithmétique 
+ - un écart type. de deux expériences par substance testée, à raison 

de  8 alvéoles par concentration et  par expérience. 



La stimuiation des macrophages i n  vivo détemine une activité 

cytotoxique i n  vitro d'inégale intensité selon l e s  agents employés 

(Tableau 58) , carmie cela é t a i t  apparu dans l'activation enzymatique. 
- 

Dans l'ensemble, l a  cytotoxicité, révélée par l e  relargage de 

chrcm,est limitée, chez les  macrophages uniquement stimulés i n  vivo. 

i e  muramyl-dipptide ne développe qu'une très faible cytoto- 

xicité à l a  concentration l a  plus élevée uti l isée dans cet te  e e r i e n c e  

(32 % de relargage de chrome contre 25,5 % en présence de macrophages 

t ra i tés  à l 'eau physiologique). 

De mêsrie, l e  - WSA, l a  l ipprotéine e t  1'= ne dépassent pas 

31 à 34 % de relargage de chrare aux concentrations o~timum d'immunosti- 

milant (200 pg pour le WSA, 20 pg pour l a  LP e t  20 pg p u r  1'AgR). 

Le e t  1'= entraînent toutefois une cytotoxicité plus 

importante, qui a t te int  près de 44 % de relargage de chrcme à 200 pg. Le 

LPS à 2 q e s t  mins stimulant qu'à 200 pg sans dnite par un effet  de 

toxicité cellulaire au niveau des macrophages. 

2) Armement -------- in vifrn par les  I$ 

Us macrophages normaux préincubés dans du sérum sain donnent 

un relargage de chrome compris entre 31 % e t  35 %. Une préincubation dans 

le sérum d'un r a t  infesté déclenche une forte cytotoxicité vis-à-vis des 

schistosmL-s qui libèrent dans l e  milieu de 58 % à 63 % de leur chrom 

au bout de 16 heures de contact selon l a  richesse du milieu en IgE. 

(Tableau 59) . 
Nous avons réalisé une cinétique de l'armement des macrophages 

avec les sérums prélevés à des t q s  variables après l'infestation : le 

sérum de 10 jours e t  celui de 20 jours ont une activité encore faible à 

l'égard des macrophages (38 % e t  45 % de relargage respctivement). Eh 

revanche à partir de 30 jours e t  jusqu'à 200 jours, l a  capacité d ' a m m a t  

des sérums permet aux macrophages d'entraîner des relargags de chrame 

avoisinant 60 %, alors même que l e  taux des IgE globales dosées dans les  

sérums de 200 jours u t i l i sés  é t a i t  revenu à 0,2 pg/ml (Tableau 60) . 



( 
( : chrame : chrm 
( : N d r e  de : p.lortalité : Pourcentage : relargué : t o t a l  1 relargué 
( : schistosomules: à 16 h (c@ e n % d u  1 : de mrts : (clar3 chr- t o t a l  1 ) 

( 
(------------: ------------: ------------: - - - - -  : - - - - - - - :  ------------ 
( 120 2 8 23 % 178 580 : 3 0 , 6 9 %  ) 

( - LM?CROPHAGES 115 34 30 % 157 482 
) 

( de r a t  sain : 32 ,57% ) 
( + 

91 2 5 27 % 198 
1 

( SEEUIM de r a t  624 : 31,73 % ) 
( SAIN 
( 97 3 1 32 % 204 580 35 ,17% ) 
( 
( . . 
( Pourcentage moyen : 28 % Pourcentage myen  : 

1 
32 ,54% ) 

( 
( 
( 9 3 72 77 % 390' 

) 
668 : 5 8 , 3 8 %  ) 

( C 

( WrnPHAGES 105 85 81 % 440 708 
( de r a t  sain 

6 2 , 1 5 %  ) 

+ ( 80 . : 60 75 % 346 
1 

595 
( aRUM DE RAT . 5 8 , 1 5 %  ) 

( INFEÇTE 110 88 80 % 432 . . 68 9 62 ,70% ) 
( 
( 
( Pourcentage moyen : 78 % Pourcentage y e n  60 ,34% ) 

1 

( 
( 

1 

( t = 36,36 : p<O,OOl :- t = 31,26 : p<O,OOl ) 
( - , . a  

Tableau 59 : Effets c m p r é s  du s é m  de r a t s  Fisher sains et du sérum de r a t s  Fisher infectés depuis 50 jours . wl w S c h i s t o s m  muisonif sur les macrophages péritonéaux d'un r a t  Fisher normal, cultivés en pré- a 

sence de s c h i s t o ~ ~ ~ . u l e s  marqués au chronae 5 1. 

&largage spontané : 26,80 % sans mcro~hages ; 30,94 % avec m a o ~ h a g e s -  
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( SERUM : SRLM de rats INFECTES 1 
( de rats : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 
( sains r 
( 

. 
: JO 

1 
: J20 : J30 : 540 J 5 0  : J200 ) 

( , 1 
( Chrome 51 : 34.7 % 38.1 % 44,9 % 61.0 % f 58.4 % 60.2 % f 59.0 % 1 
( relargué : + 1.25 + 3,10 : +_ 3.28 1 I2.65 : +_ 2.84 . - . - 1 
( % Cr total : - + 3,28 1 + 4.12 

1 Tableau 60 : Armement de macrophages péritonéaux de rat Fisher normal par les sérums 

de rats infestés par S. mnsoni, prélevés à des tmps variables après 

l'infestation. 



/ / ' / / / ,  , , , . r 

I 1 1 I I 

20 % 1 112 115 1 / 10 1/20 Dilution 

0,60 0,30 0,12 O, 06 0,03 pg 1g~1ml 

80 i0- 

70 %- 

60 %- 

50 % 

40 %- 

30 %- 

Figure 61 : Effet de la dilution d'un s é m  de rat Fisher infestg depuis 

50 jours (O) , dosé à 63 pg/ml 'd ' IgE totales, sur l t ~ t  de 

macrophages normaux. En campiraison, sérum sain ( A ) , et sérum 
des m%es animaux 10 jours ( O ) et 20 jours ( O ) après l'infes- 
tation, disposés sur la q m  des concentrations selon le dosage 

IgE m. 

I '  

/' ,, , ' Chrome fixé non relargable // ' 

1 

j 50 

Serums infestés 

1/ 
B 

Serum sain 
A 

Relargage spontané avec macrophages f 
Relargage spontané sans macrophages,, - - _ - - - - - - - - - - - - - - - -  - 



L'utilisation de dilutions d'un mêm sérum permet de suivre 

la diminution de l'armement des macrophages (Courbe 61) e t  démntre l'exis- 

tence d'une saturation des cellules p.r les imnunoglobulines puisqu'une 

dilution au 1/5 donne encore le &me pourcentage de cytotoxicité que le 

sérum pur. D'autre part, l ' u t i l i sa t ion  de sérums de rats réinfestés, dont 

les taux en IgE globales atteignent 20 à 30 pg/ml, n'augmmte pas oonsi- 

dérablemnt le  relargage de chrome, qui reste s i tué  à 6 0 0 ~ 6 2  % en 

16 heures. 

Effet du chauffage à 56OC 

IJe chauffage à 56OC des sérums infestés pendant 3 heures f a i t  

disparaitre la capacité d'armment des macrophages qui présentent une myto- 

toxici té équivalente à ce l le  du sérum sain (Tableau 52). I;e chauffage du 

s é m  pendant 30 mn, qui détrui t  le ccanpléslbent, diminue fortement l ' ac t i -  

vité cytotoxique des macrophages, nais celle-ci n 'est  pas rétablie -r 

l'addition de complément f r a i s  (sérum de cobaye) (Tableau 63)  . 
Une décanplélrientation du sérum sans chauffage, par t r a i t emnt  

à llEDTA, a donné une légère diminution du relargage de chrome. Cependant 

l ' e f f e t  cytotoxique e s t  de même intensité que celui obtenu avec le sérum 

non traite à 1'EDTA mais dilué dans les &!mes propr t ions  (Tableau 64) .  

3) Activation i n  vivo e t  amertent i n  v i t ro  --- - -------- 

BI u t i l i san t  le système de culture des macrophages avec des 

schistoscrnules mrqués au chrome 51, nous avons associé les-deux phases 

de l a  stimulation : l a  stimulation i n  vivo par l ' P M  e t  .ur 1'AgR pendant 

7 jours suivie de l a  stimulation i n  v i t ro  par les IgE pendant 7 heures. 

I;es résul ta ts  de ces @riences figurent sur l e  Tableau 65. 

Avec le sérum de r a t  sain, les irrirrrunostimulants u t i l i s é s  aug- 

mentent de 20 % le relargage de chrom F r  rapport à celui obtenu avec l e s  

macrophages t h i n s  " s t h l é s "  à l 'eau physiologique. 

BI revanche, l 'intervention du sérum de raW infestés intro- 

du i t  une différence notable entre les i~m~lost imulants  : 1'AgR à 200 pg e t  

l'IP14 à 2 mg diminuent l ' e f f e t  d ' a r n m a t  des mcrophages par 16 sérum riche 

en IgE, alors que l'DM à 200 augmente de 5,5 % l e  relargage obtenu avec 

les mcrophages témins. 



( 1 
( Sér& de r a t  sain : Sérun de rat iqfesté ) 

( Sérum non t ra i té  34,7 % 60,2 % 59,0 % j 
( 1 
( Sérum chauffé 3h à 56OC 33,7 % 32,O % 33,s % ) 
( 1 

Tableau 62 : T h m l a b i l i t é  du facteur d'amiement des macrophages dans les sérurrs 

de r a t s  infectés. Pourcentage de c h r m  relargué par rapport au 

chrare total. 

( . . 
S 5 m  de r a t  infecté 1 

( sérum sain i 1 
( Chaufféid, 1 
( 

non t ra i té  Chauffé 56' 30mn I + cornlément ) 

( 1 
( Milieu avec 
( macrophages 
( 
( Milieu sans 1 
( macrophages 27,81 % 36,06 % 23,67 % 26,27 % ) 
( 1 

Tableau 63 : Rôle du c g n p l h t  dans l a  cytotoxicité. La d é c o ~ l é m t a t i o n  par 

chauffage fournit des sérums peu act i fs  dans l ' m e n t  des macro- 

phages. L'addition de complément f ra is  de cobaye ne resti tue pas 

l a  to ta l i té  de l a  cytotoxicité. 1R relargage spontané en MEM+ e s t  

de 25,70 %. 

Sérum infecté I 
( Skum sain Sérum infecté Sérum MTA 
f dilué l 1 

( Milieu avec 
( macrophages 
( 
( Milieu sans 
( macrophages 

Le' 
Tableau 64 : Rôle du compléItdent dans l a  cytotoxicité. La décornpl6mzntation par 

1'EDT.A donne un relargage de c h r m  du même ordre que l e  sérum non 

décamplh té ,  mais dilué dans les  mênaes conditions que le sérum 

trai té .  



( in vitro : 
( 

1 
. . : Sérum de r a t  sain : Sérum de r a t  infesté 1 

Macrophages 
+ 

eau physiologique 

Macrophages 
+ 

200 pg dVAgR 

Macrophages 
+ 

200 pg dVIPM 

Macrophages 
+ 

2 000 pg dVIPM 

Tableau 65 : Chrome relargué par des schistoçorrniles cultivés pendant 16 heures 

avec des macrophages stimulés 7 jours in vivo par divers inarruno- 

stimulants, puis incubés 7 heures dans du sérum de ra t  sain ou 

infesté par S. mansoni. 

Résultats exprimés en pour cent de l a  radioactivité totale de 

chaque culture. 



C) Discussion 

La technique de marquage des schistosamules p r  l e  chrom 

radioactif sesnble bien adaptée à l'exploration quantitative in  v i t ro  

des mécanims cytotoxiques dans l a  schistosarllase. Des d m g e s  réduits 

de l a  structure superficielle des larves, insuffisants p u r  entraîner 

lem mort, peuvent ê t re  mis en évidence par cette méthode, ce qui expli- 

que l a  corrélation un peu lâche entre l e  relargage de chrome e t  l a  mrta- 

l i t é  des schis tosmles entre 20 e t  35 % de libération de l'isotope. 

Dans cette zone de relargage, il es t  donc possible d'observer une légère 

activation des macrophages, insuffisante toutefois pour provoquer la 

mrt de cibles aussi volumineuses que sont ces organismes pluricellulaires. 

Le muramyl-dipeptide, l e  WSA e t  l a  lipoprotéine de kyste hyda- 

tique entrent dans cette catégorie des agents qui ne sont que légèrement 

stimulants pu r  l a  cytotoxicité vis-à-vis des schistosomles. 

Le LPS se révèle toxique à trop forte dose, mais déclenche 

une bonne stimulation à 200 pg, équivalente à celle obtenue avec l a  

même quantité d'PM. 

L'AgR mntre,  à nouveau, dans ce type d'expérience, un effet  

de toxicité cellulaire : il présente une stimulation moindre à 200 pg 

qu'à 20 pg. Oans l e  cas de l a  double stimulation des macrophages par 

1'AgR à 200 pg e t  par l e s  IgE, les  immunoglobulines parviennent à un 

amment moins efficace des phagocytes que celui obtenu avec des mcro- 

phages non stimulés, vit par une perturbation de l a  physiologie cellu- 

la i re ,  soi t  par une nisdification de l a  fixation des IgE ou des immuncorn- 

plexes à IgE à l a  surface des cellules. 

A ce sujet, l'expérience de dilution du sérum de ra t  Uifesté 

mntre l ' e f f e t  de saturation des récepteurs de surface des macrophages 

obtenu avec une dose massive d'IgE. Cette particularité limite l 'effica- 

c i t é  d'une potentialisation des IgE, qui ne serait  pas acccmpagnée d'une 

rmltiplication du nanbre des macrophages mbilisables en cas de réinfec- 

tion. Nous n'avons pas examiné cet aspect du problème dans ce travail.  Le 

seul élément p s i t i f  en ce sens es t  l e  nanbre accru de macrophages r é a -  

pérés dans les  m a t s  péritonéaux des animaux stimulés, mais c 'es t  un 



effet  habituel de l'injection d'une substance étrangère dans l a  cavité 

péritonéale. Il serait  intéressant d'obtenir un accroissement du ch-- 

tactisme mcrophagique au point de pénétration des cercaires ou au ni- 

veau des w i l l a i r e s  puIrnonaires où es t  détruite l a  plus grande partie 

des larves, lorsque l'irmninité à l a  réinfection s'installe. 

Les tests  de relarqage de chrom rapportés i c i  c o n f i m t  les 

observations de CAPm e t  m11. (1975f1 sur 1 'indépendance du mécanisne 

d'imnunoadhérence vis-à-vis du complément. L'inactivation du complénent, 

réalisée par chauffage, entraîne une imprtante destruction des IgE et 

par conséquent une diminution de l'armement des macro@mges e t  du relar- 

gage de chrome. L'addition de miqlément f ra i s  de cobaye accroît d'un 

faible pourcentage l e  relarqage'de chrarrie, probablemnt par l'interven- 

tion des anticorps cytotoxiques démdant  du c a m p l k t ,  présents dans 

les sérums de ra t s  infestés. 

Il n'en reste pas moins vrai que l 'essentiel de l 'act ivi té  

cytotoxique révélée dans ces tes ts  de relargage isotopique est dû aux 

inarainoglobulines de type E. 

En conclusion, l a  positivité des tes ts  de cytotoxicité, obte- 

nue avec des r a t s  infestés depuis 200 jours, date à laquelle l'imrninité 

CI l a  réinfection a d ispru ,  apporte une indication sur les limites des 

-riences i n  vitro dans l'exploration des processus physiologiques e t  

prouve, une fois  de plus, que les  mécanismes in  vivo sont soumis à d'au- 

t res  influences que les  quelques paramètres introduits dans llex@rirrirnta- 

tion i n  vitro. 

Nous avons accordé beaucoup 'de place à ce mécanik de sensi- 

bilisation des macrophages par les IgE, alors que d'autres processus inter- 

viennent dans l'irmninité acquise (autres cellules quelesmcrophages, au- 

t res  classes d'irnnuncglobulines que les IgE) . N é m i n s ,  le phénomène d'ac- 

tivation des macrophages par les  anticorps réaginiques demure un d è l e  

extrênment séduisant de mécanisrrie cellulaire anti-parasitaire e t  mérite 

d 'être recherché in  vivo, ce à quoi nous pourrions nous attacher ultérieu- 

rment . 
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Au delà de l'intérêt imnédiat ou à court terme des travaux 

consacrés à l'imnunologie parasitaire, le but des recherches sur la 

schistosomiase est la mise au point et le développemnt d'une "vaccina- 

tion" humaine. I;e problènu3 qui se pose est donc de déterminer les myens 

de parvenir à une irranunité protectrice efficace vis-à-vis du parasite. 

L'imnunité antibactérienne et l'irrununité dirigée contre les 

parasites pluricellulaires se distinguent particulièrenent par la taille 

des cibles auxquelles est confronte l'appxeil imnunitaire du suiet infec- 

té. Dans le cas des bactéries, la cible est à l'échelle des cellules pha- 

gocytaires et des cellules irrnmn~tentes, et si les co-x>sants h m -  

raux jouent un rôle certain dans ce cas, il n'est sans doute pas absolu- 

m t  nécessaire que le taux d'~.noglobulines spécifiques du germe 

infectieux soit très élevé ~ u r  que l'organisrre puisse vaincre l'agent 

pathogène. 

En revanche, dans le cas des prasites pluricellulaires, la 

taille des larves infestantes à elle seule, ir-dépendammt d'éventuels 

rf6canismes plus spécifiques, nécessite une collaboration plus importante 

entre les anticorps et les cellules hnunitaires pour parvenir à tuer le 

parasite avant qu'il ne devienne insensible aux défenses de son hôte. 

Les espèces anirriales présentent une grande variété dans la 

résistance naturelle aux infections ~.>ar un parasite donné. Il y a sans 

doute d'intéressants renseignements à obtenir des animaux naturellemnt 

résistants à S. mansoni. Ces sujets devraient perniettre la mise en lumière 

des mécanismes par lesquels ils s'opsent victorjieusenent à l'infection. 

On sait que, dans certains cas, c'est déjà au niveau de la pénétration 

transcutanée que le parasite est tenu en échec (LEWEIIT et MANDLOWITZ, 1963?35 

Dans d'autres cas, c'est plus tardivement, par une destruction des schisto- 

sanules, que ces animaux résistent à l'infection (VON LICKENBERG et coll., 
395 

1962). Tout en restant conscients de l'origine génétique de ces .différences 

de oomlprtemmt, il y a certainmt dans ces modèles d1uti;les enseigne- 

ments à tirer. Ce serait là le mécanisme protecteur le plus efficace pour 

une vaccination huniaine. Il n'est pas impossible que l'on puisse y parve- 

nir . 



Il existe cependant une deuxième voie d'approche. 

Si l e  r a t ,  avec son mécanisme d'expulsion spntanée constitue 

un d è l e  apparentnent très éloigné du comportement de l'organisme humain 

vis-à-vis de l'infection bilharzienne, il n'en reste pas moins vrai que 

l'on peut envisager une "vaccination" qui, tout en n'évitant pas l a  

première infection, pemiette au sujet humain parasité d'expulser ses 

vers e t  de développer, cornne l e  ra t ,  une imrmnité à l a  réinfection. Sous 

cet angle, le r a t  retrouve tout son intérét. 

üne t r o i s i b  possibilité se f a i t  jour, qui constituerait une 

véritable vaccination, c 'es t  celle de parvenir à développr cette résis- 

tance à l 'infection par l'irmnunisation à l 'aide d'antigènesextraits ou 

produits par l e  parasite. Cette voie qui obtient ses premiers succès expé- 

rirrientaux pourrait déboucher, dansun avenir incertain, sur une prévention 

inmu.nologique de l a  bilharziose. 

La caractéristique principale de l'irrununité à l a  réinfection, 

chez les hôtes qui en développent une, es t  d 'être terrqpraire (à l'exception 

peut-être du singe Rhésus chez qui e l l e  s e l e  définitive). Chez l e  rat, 

e l l e  ne dure qu'autant que subsistent quelques vers vivants. mrsque ce 

reliquat de parasites disparait ou tombe en dessous d'un certain taux, 

ce qui se produit vers l a  12ème ou 14ème semaine a ~ r è s  l e  début de l ' i n -  

fection, l e  système immunitaire de l'hôte n'est plus stimulé suffisamm~int 

pour entretenir les défenses à un niveau efficace. Il es t  probable que l a  

stimulation es t  maintenue, par les  antigènes métaboliques ou les  mtigsnes 

de lyse, e t ,  qu'en dessous d'une certaine concentration, e l le  devient 

trop faible et aboutit à l ' a r r ê t  de l a  synthèse des anticorps. 

Le problème qui se pose es t  donc de prolonger cet  é tat  de pro- 

tection temporaire, par exemple en permttant l a  survie d'un nambre de 

vers suffisants pour entretenir l'imnwlité, e t  en déclenchant stimultanément 

un mécanisme d'inhibition de p n t e  destiné à éviter les effets néfastes 

du blocage des oeufs dans l e s  tissus de l'hôte. 

Dans ce contexte, notre travail de s thulat ion des défenses 

inmunitaires s ' inscr i t  à deux niveaux : . . 



1) Tout d'abord, au niveau du renforcement des activités spécifiques 

des cellules impliquées dans les nécanismes imminitaires contre la 

schistosamiase, dans la mesure où existe dans l'organisme agressé un 

taux suffisant d'anticorps actifs, la stimulation des cellules accroît 

leurs effets cytotoxiques. Nous en avons apprté des exanples avec 

l'IPM, en particulier, qui s'est révélé à ce titre un bon stimulant, 

soit seul (son injection intrapéritonéale fournit des mcrophages plus 

actifs que des macrophages norniaux sur le relargage de chrome radioactif 

par des schistosomules expsés à leur action), soit en association avec 

une sensibilisation par des innnuncglobulines E (les macrophages activés 

par l'IPN, puis sensibilisés M r  du sérum de rat parasité, sont plus 

efficaces sur les larves que les mcrophages normaux, uniquement sensi- 

blisés par les IgE) . 

2) Le second point d'application de notre étude s'est attaché à la stirmila- 

tion de la synthèse des irnrnincglobulines indispensables, semble-t-il,à 

une pleine expression des mécanisrries cellulaires. Expérimentalemnt, cette 

inanunostimulation peut intervenir soit au début d'une première infection, 

lorsque les antigènes parasitaires inducteurs d'une répnse inarnule sont 

libérés dans la circulation, afin d'accglérer la rspnse hm-orale, augrrien- 

ter son amplitude et, peut-être, orienter sa nature, soit après l'expul- 

sion des vers adultes pur tirer un parti maximum du très faible taux 

d'antigènes résiduels lorsque la population infestante est preçque tuta- 

lement éliminée. 

La gamne des substances choisies dans cette étude a volontaire- 

nient été restreinte pour pmttre de juger l'utilité de l'évaluation Ge 

quelques'uns des paramètres cellulaires et humoraux qui interviennent dans 

les mécanismes inmunitaires antibilharziens. 

Dans la partie de notre travail qui concerne la stimulation 

des cellules effectrices de l'immunité contre S. mansoni, et plus préci- 

sément des mcrophages, il apparaît que l'exocytose çpécifique des hydro- 

lases lysoscxniales seinble, sinon un support de la cytoiaxicité, du m>hs . 

le signe d'une activation métabolique intense, debouchant sur une toxicité 

accrue lorsque les macrophages entrent en contact avec une cible. C'est ce 



que révèlent l ' D M  e t ,à  moindre degré, 1'AgR e t  l e  LPS. 

In vitro, 1'AgR mycobactérien à 12 )ig/ml e t  l e  LPS à 1,2 pg/d 
donnent un relargage spécifique de l a  béta-glucuronidase, voisin de 10 % 

de l 'act ivi té  totale de cette enzyme. Mais ces substances sont toxiques aux 

concentrations supérieures, alors que 1'IMP parvient à susciter l e  relar- 

gage spécifique de 64 % de cette hydrolase à 120 pg/ml. 

L'activité cytotoxique des cellules stimulées in  vivo par ces 

&mes substances est  diminuée avec les  fortes concentrations d'AgR et  de 

LPS, alors qu'avec l t IPM,  si l a  dose l a  plus élevée (2 mg) ne se révèle 

pas plus stimulante que l a  dose moyenne de 200 pg, e l l e  n'entraîne pas 

de chute de l a  cytotoxicité des celluies phagccytaires vis-à-vis des 

schistosomules, t e l l e  qu'elle e s t  mesurée p r  l e  chrome relaxgué. Il y a 

donc un parallèlism entre l ' e f f e t  stimulant in vitro e t  l a  cytotoxicité 

induite in vivo par ces substances. 

Il semble toutefois que cette activation métabolique des cel- 

lules du système réticulo-endothélial soi t  transitoire e t  ne persiste pas 

longtemps après 1 ' élimination catabolique de 1 ' a g q t  inducteur. Ce carac- 

tère  plutôt négatif de l'immunostimulation des macrophages e s t  probablement 

canpensé par les mécanismes d'activation spécifiques e t  non spécifiques 

de ces cellules au moyen des facteurs sécrétés par les  lymphocytes irrununo- 

W t e n t s  au -nt d'un contact avec les  antigènes auxquels ils sont 
73 sensibles. A ce t i t r e ,  corn 1 'ont suggéré CAPRON e t  DESSAINT (1975) , 

1'IgE pourrait être considérée corne un produit indirect de l a  réaction 

irrPnune des lymphocytes .irtrnunOcOrnpétents, dans l a  mesure où l a  synthèse 

des IgE es t  sous l a  dépndance des lymphocytes thymdépendants entrant en 

contact avec les  antigènes du parasite. 

Dans cette optique, les  IgE armeraient les  mcrophacjes d'une 

manière assez analogue aux facteurs sgcifiques d'arn-ement (m), l ' ac t i -  

vation proprement d i t e  ne se déclenchant qu'au m e n t  de la rencontre des 

macrophages avec leur cible. 



Dans ce t te  conception du r61e des hnunoglobulines, il nous 

a paru intéressant de stimuler l'inanunité hurrûrale au caurs de l a  schis- 

toçomiase. C'est l 'objet  de l a  seconde v i e  de nos résultats ,  plus spé- 

cialement centrés sur l'immunostimulation des IgE. 

De f a i t ,  l a  stimulation des animaux audébut de l ' infection 

expérimentale par S. mansoni provoque un net accroisserrient du taux d'anti- 

corps par rapport aux témins.  De plus, nous avons noté un allongement de 

la durée de l a  synthèse de ces imtnmoglobulines chez les r a t s  convenable- 

nient stimulés (AgR mycobactérien, lipoprotéine de kyste hydatique, e t  

m h  hydroxyde d'alumine). Ce  caractère constitue-t-il un e f f e t  de l a  

s t in i la t ion in i t i a l e  (par la simple prolifération des lymphocytes sécré- 

teurs d'IgE dans les t ro i s  premières semaines d'infection), ou bien un 

e f f e t  retardé de l'adjuvant lorsque sont libérées les dernières molécules 

antigeniques par les vers résiduels ? Nos conditions exp@mntales ne 

peuvent le préciser. 

D e  r&e, nous n'avons .as étudié la durée exacte de l'immunité 

à l a  réinfection chez les  animaux imnunosthulés. Cet élément nous aurai t  

permis de savoir si l ' a u ~ n t a t i o n  du taux sérique en IgE s'accoqmgne ou 

non d'une prolongation de la phase inmunitaire. 

Le taux en IgE obtenu chez des animaux infectés une seconde 

fois ,  lorsque théor iqumnt  ils ne sont plus i.nmms, semble p r o ~ r t i o n n e l  

au taux rmxhnm a t te in t  lo rs  de l a  première infestation. La concentration 

est a p p r o x i m t i v m t  décuplée. Ce  résul ta t  peut correspondre à un e f f e t  

de prolifération des c e l l u l e s m ~ i r e s  de l'irmrmnité humorale sous l 'act ion 

de l'adjuvant initialement injecté. 

Il nous parait imprtant  de remarquer qu'un for t  taux d'IgE, 

indépendment des conséquences éventuellement néfastes de réactions ana- 

phylactiques trop intenses, est inut i le  s ' i l  n'y a pas une augmentation 

concomitante du nombre des macrophages : c 'es t  ce que montre l ' e f f e t  de 

saturation des macrophages observé in vi t ro  avec des doses croissantes 

dlIgE. Il anviendrait  donc, i n  vivo, d'augmenter le n e e  de macropha- 

ges disponibles, s o i t  globalement, s o i t  au site de Lnétra t ion des larves 

de réinfection (par une p t en t i a l i s a t i on  des phéncanènes de chem3tactisn-e 

w exemple). 



Il ne faut pas oublier, en outre, tout d'abord que le n5ca- 

nisirie d'imnunoadhérence des macrophages n'a jusqu'ici été décrit qu'in - 
vitro et que pour l'instant rien ne prouve sa réalité in vivo ; et ensuite, 

que ce n'est pas le seul mécapisme, associant des anticorps et des cellules 

qui montre une toxicité vis-à-vis des schistosomules. 

Il n'en reste inas moins vrai que les sérums qui ?miettent 

l'inmunoadhérence proviennent de rats qui sont en train de développer une 

imnunité à la réinfection,et que .le maximum d'activité de ces séurms est 

atteint, chez le rat Fisher, versle 40èx jour, c'est-à-dire à une époque 

qui ne correspond pas au maximum d'immunité acquise, mais au maxinum d'IgE 

globales dosées. 
A partir du 2 0 h  jour, les antigènes parasitaires provenant 

de la lyse des vers sont massivement libérés et forment probableirent des 

huncqlexes avec les I ~ E  nouvellement synthétisées. Nous ne savons pas 

si les IgE dosées aux environs du 40ème jour d'infestation comprtent un 

maximum d'imnincomplexes. Rien en tout cas dans la technique radioinmuno- 

logique ne s,oppose à leur dosage. La chute des courbes que nous observons 
un 

dans les dosages d'IgE après cette dateest argument en faveur d'une éli- 

mination ou d'une fixation de ces cqlexes en un pointoul'autre de 

l'organisme ou de leur séquestration sur des cellules (mnocytes, macro- 

phages ?) . 

Dans l'hunoadhérence des macrophages aux larves, nous avons 

été frappés par le fait qu'après 16 heures, certains schistosomules ne 

sont pas du tout enrobés de cellules phagocytaires (il s'agit systémati- 

quement d'individus vivants), alors qu'à côté d'eux des larves sont envelop- 

pées d 'énorms amas de mcrophages (Photo ' 53 , planche 4) . L'observation 
microscopique montre que si la plupart des schistosomules ainsi enrobés 

ne bougent plus et sont probablement morts, certains sont encore animés 

de muvements de contraction sous leur carapace de cellules phagocytaires. 

Ce point pose le probl* de la spécificité du mécanisme d'irrprrunoadhérence 

et de son support si cette spécificité existe. Car il est possible que les 

mcrophages n'adhërent aux larves que si celles-ci sont préalablanent en- 

damnagées par des iranunoglobulines cytotoxiques agissant avec du complément. 



Rappelons à ce propos que l e  sérum de r a t  infesté, chauffé 

pour déc~lémentat ion,  puis remmplénuenté par du sérum f ra is  de cobaye, 

donne un relargage de chrcm, mr les schistosomles marqués, plus im- 

portant que du sérum de rat '  sain soumis au menie traitement (tableau 63, 

p. 162) . Ce qui prouve l'intervention de facteurs humoraux dépendant du 

c c s n p l b t  dans l e  sérum des animaux parasités (et  parmi eux, bien sûr, 

l'anticorps léthal IgG) . 

Les organismes parasités sont soumis aux interférences m u l t i -  

ples des divers rnécanisms immuns, hmraux e t  cellulaires, ayant pour 

inducteurs les  antigènes libérés par l'agent infectieux. La réponse h m -  

rale e s t  marquée par l a  production de plusieurs classes d'imnunoglobulines 

aux fonctions diverses, pouvant avoir des propriétés cytotoxiques ou sup- 

pressives. m-s tissociant avec les  antigènes, ces antimrps fornient des am- 

plexes capables d'éviter ou au contraire de susciter des domges imnnis. 

Chaque antigène es t  susceptible de déclencher une réponse différente e t  

parfois opposée aux autres. 

La réponse cellulaire quant à e l l e  fournit des cellules sensi- 

bilisées, porteuses d'activités positives aussi bien que suppressives. 

Plusieurs de ces réactions peuvent se produire simultanément. E t  chaque 

hôte enfin réagit selon sa propre sensibilité à ces divers stimuli. 

On voi t  l ' e x t r h  complexité des mécanims imrrmns de la 

schis tosdase ,  parmi lesquels nous avons tenté d'éclairer une m e s t e  

partie. 



CONCLUSION 

Notre but était de stimuler l'irmninité à la réinfection dans 

la bilharziose expérimentale du rat, en potentialisant l'un ou l'autre 

mécanisme intervenant dans cette inmunité. 

Or, ces toutes dernières années, il est apparu que l'une des 

caractéristiques majeures des mécanisrries innnuns contre la schistos~ase 

est la collaboration, au moins démntrée in vitro, de plusieurs classes 

d'irrununcglobulines avec diverses cellules, pur la destruction des larves 

de réinfection. Ces anticorps, par conséquent peuvent être considérés corn- 

. rre de véritables imrminostimulines endoqènes puisqu'elles qont capables de 

rendre cytotoxiques des cellules nomles provenant d'animaux non parasités, 

et probablerrient aussi, bien entendu, les cellules propres du sujet infecté. 

Il est possible de stimuler la production de ces jnmrmoglo- 

bulines par l'action exogène d'kmunosti-nulines variées. C'est essentielle- 

m t  à cet aspect du problèrrie que s'est attaché notre travail, en centrant 

son application sur la potentialisation des irmmmoglohlines de type E, 

responsables de la sensibilisation des macrophages et de leur cytotoxicité 

à. l'encontre des schistosarmiles . 
Choisissant parmi les très nmbreuses substances connuesFm 

leur activité adjuvante de 1' immunité hurriorale, nous avons anployé deux 

adjuvants mycobactériens : l'un glp-peptidique, connu pur son effet 

puissant sur la réponse humorale (le WSA) '; l'autre isolé par nous de 

Mycobacterium smegmatis sous forme d'un - protide de haut poids mlé- 

culaire (Antigène R), qui s'est égalenient révélé être un bon adjuvant de 

la synthèse des anticorps. Les autres adjuvants utilisés (Bordetella Fr- 

tussis, connu pour son effet de potentialisation des réagines ; les LPS 

de SaInionella typhi ; et une lipoprotéine du parasite Echinococcus qranu- 

1osus)ne sont pas apparu aussi stimulants que les deux premiers. - 



Deux points mériteraient un canplérrient de recherches dans 

le dwine de la stimulation des IgE 

1) tout d'abord, le dosage des IgE spécifiques de S. msoni dans les 

semines qui suivent l'infestation innnmostixrtulée ; nous nous somnes 

bornés au dosage des IgE globales (plus de 1300 sérums) , qui p m t -  

tent cependant de juger de l'efficacité des stimulations choisies ; 

2) ensuite, il serait intéressant de vérifier si une augmentation du taux 

des IgE antiparasitaires s'acccqagne ou non d'une prolongation de la 

phase d'immunité à la réinfection. 

Eh ce qui concerne les mécanismes associant anticorps et 

cellules, nous avons apprté un élément quantitatif aux observations 

réalisées dans le laboratoire par CAPRIN et coll., quant à la cytoto- 

xicité des macrophages sensibilisés par les irrarmnromplexes à IgE vis-à- 

vis des schistosomules. 

Par l'utilisation de schistosmles marqués au chrom 51, il 

est possible dz mettre en évidence une forte -toxicité des cellules 

phagocytaire inclhées dans des sérums d'animaux infectés depuis 30 jours 

seulement. Ensuite, pendant plusieurs semaines, ces animaux présentent 

des sérums capables de sensibiliser les mcrophages. En effet, le relar- 

gage du marqueur radioactif par les larves demeure important 200 jours 

après l'infestation, et,l1enrohwnt par les macrophages est encore très 

marqué. 

Il reste cependant à préciser de nombreux points dans ce 

phénomène d'irrununoadhérence, p n n i  lesquels notons surtout la réalité 

in vivo du m5canisme décrit in vitro, et le processus de la sensibilisa- 

tion des mcrophages par les IgE ou les immuncomplexes à IgE. 

Ayant stimulé l'élément humoral (IgE) du mécanise d'irmnino- 

adhérence, nous avons essayé de compléter la potentialisation du proces- 

sus par une activation des fonctions macrophagiques. 



L'intervention de substances stimulantes (extraites de di- 

vers microorganismes), in vitro et in vivo, améliore temporairement la 

cytotoxicité des macrophages à l'égard des larves du prasite. Cet effet 

semble acquis par une activation des fonctions physiologiques propres de 

ces cellules (phagccytose, synthèse d'enzymes hydrolytiques). A ce titre, 

nous avons surtout remarqué l'effet intense de l'PM (extrait microparti- 

culaire de M. smeqmatis) sur l'exocytose spécifique des enzyms lysoço- 

miales des macrophages et sur la cytotoxicité de ces cellules à l'encontre 

des schistoscarcules. 

De fait, la stimulation in vivo des phagocytes, par une injec- 

tion intrapéritonéale d'PM, renforce les défenses du rat au murs d'une 

infestation d'éprewe. 

Sur ce chapitre, il reste égalant bien des inconnues, 

ne serait-ce que le délai de persistance de l'activation des mcrophages 

après injection d'un innrrunostimulant in vivo, et, bien entendu, le méca- 

n i s n ~  moléculaire de cette activation. 

Il nous semble que l'apport de ce travail a Gté la mise au 

point de méthodes de quantification des paramètres cellulaires et h m -  

raux au cours des immunisations @rimentales vis-à-vis de la schisto- 

saniase lorsqu'interviennent des substances exogènes imnunostimulantes. 

Partant de ces observations, nous devrions puvoir axer principalerrent 

nos futures recherches sur les antigènes et les iimunmmplexes respn- 

sables du développaent de l'irmnunité à la réinfectioii dans la schisto- 

sciniase, et des inmunostimulants les meilleurs pour le but recherché, 

c'est-à-dire, la protection de 1 'animl' tout d'abord, et, espérons-le , 
de l ' h m .  



L'imnunité acquise dans la schistosomiase expérirrientale du rat 

comporte un mécanisme de cytotoxicité, démontré in vitro, qui fait inter- 

venir une inmunoadhérence de macrophages sensibilisés par des ~ o g l o -  

bulines de type E (IgE) présentes dans le sérum d'animaux infectés. 

Ce travail décrit la stimulation de ce processus, d'une part 

au niveau de la synthèse des IgE au cours d'une infection, et d'autre 

part au niveau des cellules phagocytaires qui participent à ce mécanism. 

La stimulation est réalisée grâce à divers i.rmnunostirriulants 

dont l'un a été isolé de Mycobacterium sn-qmtis pur ce travail : 

l'antigène R. 

Après une étude de ses propriétés antigéniques et physiologi- 

ques, cet antigène, qui se révèle un bon adjuvant de l'imnunité humorale, 

a été injecté à des animaux simultanémmt soumis à une infection expéri- 

=tale par Schistosm msoni. Son action est comparée à celle obtenue 

par le "Water Soluble Adjuvant" de M. smegmtis, par une lipoprotéine du 

kyste hydati.pe, par le LPS de Salrrionella typhosa et par le vaccin antico- 

quelucheux Bordetella pertussis, l'hydroxyde d'alumine servant de support 

à toutes ces substances. I;es IgE sériques globales sont dosées, et la 

cinétique de leur taux montre que ces diverses substances augmentent, à 

des degrés variables, l'amplitude et la durée de synthèse de ces anticorps. 

Dans ce système, ltAgR @sente une bonne stimulation. 

La capacité de ces IgE 3 sensibiliser des macrophages nonwux 

et à les rendre cytotoxiques vis-à-vis des larves du parasite est mesurée 

par le relargage de chrome 51 par des schistosomules marqués. Dès le 

30ème jour de l'infection, les sérums permettent un relargaqe. de chrom 

hautement significatif après 16 heures de' contact entre mcro$nages sensi- 

bilisés et larves parasitaires. 

Quant à l'activation des macrophages par les immunostimulants 

eux-m%ws, elle est mesurée d'une part. au moyen du dosage des enzynu3s ly- 

sosamiales intra et extracellulaires, ces dernières augmentant en cas 

d'activation, et d'autre part sur le relargaqe de c h r e  radioactif par 

les larves soumises à l'action de ces cellules. 

Ces résultats apportent un é l h t  quantitatif dans la stimula- 

tion de la synthèse des ~oglobulines E et dans l'activation des cellu- 

les effectrices de l'inmnité anti-hilharzienne. 



A N N E X E  T E C H N I Q U E  



- 
Qpbrcwage (maases -ict&ri-s sq&ieures a 10 g) . (m, 1970?T5 

le crychrolyage est rhlisé dans deux chanbres de broyage 

s en acier inoxydable, oonopçées de deux parties hémisphériques 

gue l'on peut fernier: ~ q u ~ t .  Ces dmdxes sont fixées sur la 
t 8 e .  de deux bielles a n i . s  d'un mwmmt de va-et-vient par rota- 

T - am - Ex' (3BI3mrION DES 

nilleu liquide de ( W S  et CL*MINCS, 1952f2$. 126 

*agi- 4 g 
Ac& citrique 2 g  

-te bipotassique O ,5 g 

sulfate àe &siun O,5 g 

Citrate de fer op05 g 

G l y c é r o i  48 ml 

%?O qsp 1000 m l  

Stéri l isation 30 mn à 120°c 

ticn d'un nmilin. 

fies dmbres en acier reçoivent le matk ie l  bactkkien qui 

est oangelé b -180°C pak h m r s i o n  des ' chantbres dans l 'azote liquide. 

Dans chaque enceinte, la nqtwe &s mi-ganisnes est assurée par 

trois bi l les  d'acier, ajoutées après amg6lation et qui 93nt animées 

d'un nmvemmt ellipsoIda1 b l ' intérieur des chambres. 

la masse bactériame est placée dans l'une des Chaibres st6- 

rilises. Après f-, l'on plage 15 mn dans l'azote liqd.de. Lnrs- 
que la masse est cmgeï&, on ajoute les bil les.  U s  deux chtdxes de 

m e  sont fix6es sur les biel les  et l'cm procede a un broyage de 

15 mi. On dtkmng6le ensuite jusqu'à O°C sous un courantt d 'a i r  chaud. 

Puis, le m€m cycle est mammmcé. Les badSries sont -ses 3 s i x  

reprises à un tel cycle de oongélation, m a g e  et d k g 6 l a t i o n  suaces- 

si- qui favorisent la rupture des @e&act&ies. La masse obtênue, 

renmie élastïque par la w a t i o n  iies acides nucléiques, &t knnge ie i~ee  

iîans un taayeln 8 couteaux vws avec un taaprn ~ i s  1om2 g2 10-~ .M 

*il@, pH 7,4, *lé wec Hc1. 



Broyage 3 l a  z b l i t h e  Umsses ba&iemes emprises entre 1 et lûg) ( m a  , 
et cou., 1970,'o7 

ïe brayage est réalisé en &&xe ou enceinte stérile, dans 

un W e r  ~~t refroidi, avec son pilon, 3 -2OoC et plad  dans 

la glace penàant la manipliation. Cette précaution miodère 1 '6lévatîon 

de -rature mmëcutive à l 'action de l'alumino+ilicate sus les 

cellules. 

La masse bactérienne est mélangée, Zi 1 'aide du pilon, au 

double de san poids en zéolithe 4A en poudre (Won  Carbide Corporation), 

ajoutée par peti tes quantités successives soigneusanent hmqén6isées 

avec le mawiel cellulaire. 

ms la d-igre addition de z h l i t h e ,  la masse est malaxh 

le temps néceçsaire p u r  obtenir un mélange pulvérulent puis de consis- 

tance visqueuse. ûi ajoute alors lentement du t anpn  Tris- C l 2  stérile 

Zenviron 60 m l  pour 10 g de bactéries). La suspension &tenue est centri. 

fugée à 500 g pendant 10 m. ïe culot, oonstiîa~€! par la ztblithe, est 

élimin6. k surnageant peut subir une hamgén6isation au Virtis oamne 
dans le cas du cqobroyage. 

A) Imminodiffusion à deux dimensions en qélose 

a) m-: VémmiI sodé (0,05 M) 1013 g 
Dii5thyimalanylurée (O, 01 M) 1185 g 
Ac$- de Sodi~n  anhydre (0,05 M) 411 g 

&Lo qsp 1000 ml 

Ajuster le pH à 8,6 avec de la soude ai de l'a& aoWque 

b) 9% : Agar-Wble DIFCY) 

Tcmpan 

?2O 
bbxthiolate de sodium 

Chauffer au bain-ie à 95OC 

Filtrer sur tarlatane 

Autoclaver 20 m à 105O~ 



c) @&uG*d'~Qan 
AEJar Noble Difco 081 g 

QyaarW 0,05 m l  

Rzo 100 m l  

Merthiolate de sodium 10 mg 

Dissoudre à chaud 

f) @&ogan_t : IImidosdwarz 10 B 6 g  

Solution de rinçage 1000 mi 

PrépaLer 24 heures avant l'emploi et filtrer sur papier Wham 3. 

g) ÇoI;u~~-dg ginçacre -- .- : 
' Méthanol (filtrg) 450 ml 

Acide acétique 100 ml 

??O q q  1000 mi 

a) prénaration r i < . , - - - - - - - ,  des lamos : Des lames 25 x 75 mn, aésraissées 48 heures en 
niélange SUlfochMnique : (bichmxite de jptassim en solution aqueuse 
6 8 ,  volme B volme avec de l'acide sulfurique amcentré) , rin& à 

l'eau distillée et a m e m & s  dans un rmSlange volume volune d'éther 

et d'alcool, sont séchées puis d@osées par 6 sur les chassis LHB-. 

Les chassis garnis, parfaitamnt horizlontawc, reçoivent un 
film de solution dliq&gmtion chauffée à 70 - 80°C, &aïe'  au pinceau 
et sikh6 au s & h i r  electrip tiède. 

Puis chaque rangée de 3 lames reçoit 10 mi de g6lose foaidue 

24 90°C et refroidie à 50 - 60°C. A l'abri de la paussike, sous couvercle, 
en 5 il 10 m, la Mlose se solidifie. L'empreinte des trous est faite a 



&s , pmr une 1-se caltzi-a (g15 3.a *f-r w fut@ 
I ' m m  u1iser- du ge l  dans les tmxls. €39 gel est à ils 

b) Zm,mq--ff@.i.ag : 6chantilims 3 analyser sont dépoçés . dans les 

trous, a la pipette autanatique (15 )il pour les tnxis ûe 3 mn de diame- 
tre sur 2 mn de profondeur) . I;es chassis, sur leur -sis, sont 

1 placés en atniosphère humide, dans des boites hermétiques, garnies de 

papier f i l t r e  muil16 et additionné de quelques gouttes de W t y l  

#% 
a 1 %- US larries sont abandomées 24 heures à la tefcq.rature ambiante,  

gq@q&g puis 24 3 48 heures 3 4Oc. Il est possible de recharger les puits ap&s A 

n + _$%& -.*a 
I le ~a:emEer délai de 24 heures, mais il faut prendre garde, dans ce cas, 

au üéùoubkmnt de certains arcs de pScipitation. 

ApreS séjour 3 4 O C ,  les lames peuvent etre photographiées 
par pmjecticn, dfrèc-t sur papier phcm, a l'aide d'un aigrandisseur. 

LRS lameS sant hni?qées urre heure dans la solution de c i t ra te  
a 5 % puis 2 fois 24 heures dans du me1 a 1 % et enfin une heure dans de 
1 'eau àéminGraUsée. ' 

On peut détacher les ~ o t é i n e s  oollées au fond et sur le 
bord des t rous par un jet de pissette d'eau distillh. 

LÊ dchage a Ueu sous papier Hhaiman NO1 par simgle évapo- 

ration 6 l 'air &fant .: V e i l l e r  3 oe que tçxls les trais soient entiSremmt l 
remplis d'eau au mnent de placer ie papier Whabman, lequel est  déposé 1 
maufaié srur la gislose : ces prkautiori6 évitent l'écla-t de la c&con- - 
~ d e s ~ Z o ~ ~ ~ à u s é c ~ c f f s .  

ai peut laver les quelques f m s  de dlul- qui peuvent a&*, en 

. iRS l a m s  sant détachées des ckassis et slu&-s, puis mlo- 

r&es dans la gofut9.m dlM- 10B pendant 2 m. =les s p t  decolo- 

réss aMs piuskm hiins & solution de rinçage jusqu'a ïiobtmtion deun 
. ~ ~ l o r e .  . 



B) limicawélectru#mrèse bidimensionnelle (miam6tbde) 

m s  de verre de 50 x 50 x 1,s  mn 

Eüpmte-pièce rectangulaire de 4 x 1 mn 
(Indubiose) A37 de 1' industrie Biologique Francaise 

en solution a 1 % dans du mpn véronaï (cf. m- 
mnodiffusion) à pH 8,2 

! 

2) Mode opératoire 

a) m g g %  : U s  lams de verre reçoivent sur une surface 
horizontale 5 ml d'agarose à 1 8 à 50'~ .  Irnrsque le gel est refmidi et 
solidifié, pratiquer à l1eqorte-pii?ee un puits rectangulaire selon 
scMm. 

Avant la première migration, 
dExouper au scalpel le gel, le long d'une 

ligne située à 9 mn du bord, englobarit 

le puits. Déposer la solution antighique 

en solution aqueuse ou taqpmée ( 10 pJ.1 + 
b) %+-&p-miiag.ip :, Les lames sont alignées mu. une rangée parallGle- 

inent aux loservoirs de .tampon. ïa première migration a lieu sous 10 3 12 

volts pendant 1 heure 30 a 2 heures (vol+ase'mesuré aux bords du g e l ) .  ïe 

pontage est assuré par du papier 1, 

A la fin Ch- la premike migration, on enlèliae le gel inutile 
(soit les 4/5 de la lame) , ne cançervcnit qus l'étrioite bande eonteMnt 

les pxwteînes. 

Ek6pmr le volune de gel nécessaire pour c c m p l B t e r  Les lanies 
( 3,s ml par lanie) . Ce gel contient 1 ' imm&nrn @%if ique des protéines 
d@Wks dans le puits : gel à 1,33 % d'agarose (2 volurries) mélange avec le 

plus ou mins dilue (1 volure) . Le sérum est introduit 1% . .  . 
gel 3 48OC, au bain-marie avec une pipette tmptkée pzr dd l'eau distillée 
a la nfbe tenpérature. caiier rapi&mmt les 3,s ni1 n&es&ires pu iane: 



1 

c) +-@-miia&ign : La âeuxièm migration, qui se deroule perpndicu- 
7 " 

y, "Y ' IrtiriemEint B Lei première, a lieu sous 2,8 volts pendant 16 heures (voltage 

awt bords-& ge l )  . 
Puis les lanies sont laisçées 24 heures .à 4OC en atmxphke . 

< 4 . + humide. lh premier lavage a lieu en véraial physiologique pendant 
, ,4' 

2 > 24 heures, renaivelg une seoonde période de 24 heures. Puis un lavage 

de 15 rrn à l'eau d€mi&rdisée pré&àe le séchage saus Idha- 1 et la 

wloration au bleu de OXWSSïE-R QU a lqAMIDOSCHI.JARZ 1OB. 

C) ElectrophorBse sur gel d'acrylmanide 

7 ,"i. 

1) ElecîxadmLèse analytique (DAVIS, 1964f02 

Us électmphorèses sont effectuées dans des tubes de pyrex 

de 0,s x 7,s an. La cancatration en acxylami.de est de 7,5 % dans le gel 

de W a t i o n  et de 5 % dans l e  gel de ooncentration (amposition : cf 

tableau 44) . 
Le t a n p n  d'électrophorèse est le tampon Tris-glycocolle 

pH 8,3, sauf mtion particulière dans le texte : 

ïe échantillons (0,l à 0,2 mi) sont déposés sur les gels, 

alouxdis soit par 10 % de saahamse, &it par 10 % de glyc~ml. Du bleu 

de b r m q W h 1  a 6 xty/100 ml est introduit dans les ?khantillons came 

indfcatE!ur du iront de migration. 

üm intensité castante de 5 nd. par tube est appliquée aux 

t-, la migration se dikmlant de l a  c a - w  vers 1 'anode ( - vers +) . 
. Eh f in  dgls1ectsPphsrSse, les gels, sortis de leurs tubes de 

WYex sont simultanément fixés et oolorés 16-heures dans une s01utim de 

ZXX)EIASSIE FSIUAW a r ~ l ~  R a i2,5 RKJ pur 100 mi de solution' -se de 

methano1 a 40 %, d'acide adt ique Zi 5 % et de glycérine ,à 2.5  %. Les gels 

a0ki5s sont. dRoolorés par imnersion dans une solution de lavage . 
* 



(Methano1 20 % / Pcide acétique 5 % / Glycérine 2.5 8 )  ai présare d 8 m  

PeudeDCRVM 1 x 8 ,  

ïes gels disoolorés sont a m s d s  dans l'acide &tique à 7 %. 

/ 
1 

R&î.içation du qel de polyacrylamide 

1- , 
p ,,q Eibnanère d'acrylamide : 4 V T ) I ~ S  

,,, ' *lain_ier Tanpon : 3 volmes 

, init iateur de plymérisation : 1 volume 

( Gel. de concentration 
( . Ge l  de &p.ration 

îd;j& . 
fi?$, ! ou d'espacemnt 1 
$&? &$'4 

1 
. ' (supkieur, à large porosité :Mériieur, 3 porosité 6troite)  

*? ,&$ ( : 
: 

1 
I 

Mman&res : Amylamfde ~ i s a c r y l a m i d e ~ ~  Acrylamide Bisacrylamide 1 PO- d'eau : 1 . 
5 % . - 1 

: 8 g  2 g  1 
7,s % 

. - I . 400 mg 1 
10 % . - - : 20 g 532 mg ) 

1 
L - - - -  -- 

( 
- - f -- . - 1 

( : Tris 
1 

* - (31 
l t 9  g : Tris 12,1 1 . L i Ac* Ph-@=- 8,4 m l  : El N 16 ml ) ) 

, rique tI : H+3 qsp 100 nil 1 
: H20 qsp 1000 ml. : 1 

TanaK>ns . 
PN 617 ZN a,7 1 

O- . - 
: 

1 - 1 
: + 011 m l  de w(2) au b10 (ou 10 pl de pur) par 1 
: 10ml de tampon, ajouté aunrxaent de l 'e lploi ,  1 

( Indicateur M i s  en solution .au ri.nrrsnt de l'arrploi * 

( : Persulfate d'armonium : 35 xq pour 10 m l  d'eau 
; 
1 

(1) Bisacryiamide : NN' W y l è n e  b is  acrylareide . 
(2) TEEiQED = BIWfN' Tétraan&t.yléthylh diamine 

(3) = T r i ~ y d m ~ t h y L c a n i n o  méthane 

Tableau 66 : Ocnrposition des gels d'acrylamide. 
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2) DétmminaUan du poids naléculaire sur gel 

d ' awlamide  

a) g5ptEagis-e~ &uWCti% ge_lo (V%33ER et 06BOEZN, 1969)404 

L'échantillon est dissous dans du laurylsulfate de sodium 
(ou dodecylsuïfate de sodium = SDÇ) à 1 % (p/v) avec 1 % de mrcaw-  

thaml (v/v) . Il est chauffé 2 m à 100°C. 

L'étalonnage de la migration est réalid avec différentes 

pro-t6ines dont les monanSres ont  des pids nioleculaires connus : 

- s(-nmiaibmûne bovine : 68 .O00 

- o v a l h d n e  : 43.000 

- pepsine : 34.000 

- trypsine : 23.000 

Ces étalans subissent le mâiie traitment de réduction que l a  

protéine à ékzdier. 

b) ~ g ~ ~ t 2 ~  (I,lQM%I, 1970)a2' 

US gel6 d'espa-t et de séparation sont réalisés dans les 

mhes conditions que'pour 1'électroghrSse analytique mis 03ntie-t 

en plus 0 , l  % de SDS introduit  avec le persulfate d'amrrmium, Zi raison 

de 80 q pour 10 m i  de solution. ûn peut également dissoudre le p e r s d -  

fate d'cam~nium dans me solution de SDS à 8 g/l i t re .  

ïie tanpclai ~ 'é lec tmpaOrèse ,es t  un taanpan Tris-Glycocolle plus 

cul& que celui u t i l i s é  pour l'électmphor6se analytique et contenant, en 
plus, 0 , l  % de SDS : 

Les ~ U l a o n s  r w t s  amt aég?os4s sur k s  gels ilki gly- 
&ml (90 P dveç.tigtillai, cxrntmmt 100 de deb + 15 
d e g l y O e m l + 5 ~ i 1 d e b l a i d e  1 'a 6 @lOO mi d'eau) , .et sounis 
a un mura& de 8 mA par tube jusqu'a l'arri\v& du traceur color@ aii bas 

du kibe. 
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U s  gels sont sortis des tubes et similtan-t fixés et colorés 
par inmerdon dans une s o 1 ~  de Bleu de Cocnia9sie a 12,s mg pour 100 ml 

de &thanola 50 % et d'ac$.de aCetique à 7 % pdant 16 heures h 37OC. 

Ils scnit décolorés dans les s aondf,tions que pour l'(5lectmpbrèse 

mYt.lue* 
3"" 

1 

k,+. ' ',,y . D) ImianxMdsorbants 

*'1 ' 
' <  

1) -fs 

!.:.$<.E <;. "J.:*!$ 'pi i ,<{ ,, - - ,','> $ 
;;,&A {,+& 

ai' ~ ~ C b g g r ~ g Z ~ ~ ~  
Bicarbonate de sodium 814 g (0,l M) 

Chlorure de sodium 29,22 g (O, 5 Y) 

Hzo qsp 1000 ml 

i , b) --cgx@ma:e=agige - ---.- amhobutyipe - - 
1 ,  - ., Carbonate de sodium 14,3 g (OIO5 M) 

il % Ac. 4-aminobutyrique 
: ,r 

51,56 g (0,s M) 
r r  1 

Hzo pp 1000 ml 

Acétate de sodium 7 g (oI1 M) 
Chlorure de sodium 58,44 g (Ml 

Hzo qsp 1000 m l  

pH ajuste Hvec H C ~  

d) T--bQrgtg%l PH 8,s 

T6traborate de sodium 38,14 g (011 Eif) 

Chlorure de sadium set44 g (M) 

%O 900 nnl 
Ajuster le pl3 8,s avec K11 N 

%O qsp  1000 nil 



Solution de MaCl 04''-M 
r r i 4 - c - e - h -  

Qil- de &m 

%O 

Y : 

', 3" f) ~ g l m 1 ; l e  PH 2,8 
; : r  < / Y  EL 2N 100 ml 

4Q0 ml 

Ajuster le pH à 2,8 avec du glyaoocrlle 2 M 

(75 g pour 500 ml) 

H2° qsp 1000 ml 

T--g*i,le, PH 2 ,2 
HC1 ZN 100 ml 

Hzo 400 ml 
-., % .  Ajuster le pH à 2,2 a- & gl-lle 2 M 

w- ' 
i i;. 
,+ (75 g pour 500 ml) 

. H20 qsp 1000 ml 

h) -nponn*-pha@J&y~i~1og~qe (PBS) pH 7, Q 
Phosphate nrmopotassiq~~e 6,7 g 

Phospkiate disodique 30,l  g 

Qilorure de çod5m 17 g 

gsp 2000 ml 

2) Pr_-ip_aration de 1 'jzrmmadsorbant, 

QI fait @ler sur filtre de verre frite ~ ' 3 ,  1 3 3 g de 

-e 4B pr&ctiwBe au bmmre de cyamx@ry! (CNBr-Spbmse 4B de 

I$B par aspiratban. La &riSe de lt@Jfat$an Wî avoisiner 15 m. at 
rapi2demmt le gel avec le tampon b i m  (a). Le 03upIqe est M i &  

frm$diaaht ce lavage. 
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~ % l n l d i e ~ b i ~ t e !  (a). 1 0 I y d e  

- h  tb mc (15 ngfg s'il s'agît dll"gG 

piirifi~ks, 26 B 27 mgllfg s'kl s'agit de s&ma) et 2'831 întzmcMt la ral0Lw 

Uan dans 1s gel.  U miélangrs est agidS dwxmmt sur p l a m  rotatif, 

2 h e u r ~ a ~ ~ h t r e ~ t e ~ ~ r r e p r a i i t a 4 * ~ . ~ 0 0 ~ ~ ~ p - ~ t  

&re suivi par niesure de  la^- du surnageant a 280 m. 

Le niatériel m fixé est l a d  avec üu tampon bicarbonate 
(100 ml en plusieurs fois). les graupes actifs de la Çé@amse restés 

Ubres sont bloqds par le tampon carbonate-amhcbutyrate (b) (20 d / g  

de gel) pendant 2 heures. 
U gel couplé et bloqué est hvé en 3 cycles des deux trai- 

temnts suivants : 

J%wer 3mlde~lut ian~adsorberpaur  5 m l d e g e l .  Lasolun + .- 
,. . - doit xxxïpur les T/4 dar! la aolonsle. 

A33xmdre urqheure. 

I;Zincl?Y b-t la ml- arve~ h BUI~~~QI * NaLC10,5 M 
(300 nrl) et  l36luat a 280 m misine de O). 

-hharbgtance 

PH 2,8 (il (40 d l  LS&Iwt  e s t  mis en d k 3 . y ~ ~  sbntre du 

@t eneh sur 

IirrgViiLt~~bit 

-t r M  avec du lSaCl 0.5 M. Lc o~rserwo. a 4'C ei NaQ ixmtemt . 
0.1 eJ,, d'azidbe de f3Odi.m. 



E) ~ h t h a t i a n  passive 

1) Sensibilisation des hématiîde mruton 5 
l 1 a v a l b u m i n e ~ ~  

- Acide tanique : Pr- extmpxanhmt une solution d'acide ............. 
tamique ( ~ ~ )  CI 10 mg/100 ml de tam- 

pon phospl=- p h ~ ~ l o g ~ w e  (pH 7 2 )  
- Tampon phospkLate physiologique (PM) .............................. 

C!hlarure de sodium 36 g 

Phosphate disodique 7,4 g 

%O qsp 1000 ml 

Diluer au 1/5 avant emploi 

- Çolutian d l w  : 0Yal.budneMIfES : 2.XpntPiBS ..................... - Rhaties de &auton : .................. 
Suspension dlhQMties fraiches 3 10 % en Alsever 

Glucose . 2,s g 

Citrate de sodium 0,8 

Chlorure de çodim 0,42 g 

H2° qsp 100 ml 
Ajuster le pH Zi 6,l avec de l'acide citrique 3 1 % 

- Sénm de lapin nonrial au 1/100 'en P3S : ...................................... 
JhacUver par chauffage a 56% pendant 3 b ,  pris épuiser par 

les Mmaties de muton, avant de diluer le sénrm. 

- Tannaç~e des m t i e s  .................... 
Iies W t i e s ,  m & s  en d a  lots 6gaux, sont 31av6w trois 

fois en m. Les centrifugations ait lieu m a n t  5 a 10 mi B 750 g. 

Ie-dernier culotestrepris pir ûu -de f a p  aobtadrürne 

stlspmban a 10 % (ai geh6ral 1 g d1h4%aties et 10 ml de PBS) . 
%langer les 10 ml de suspension d'heniaties av& 10 ml de =lu- 

tion d'acide .tannique. 



Laisser en contact 15 rm à l a  tmp6rature du laboratoire. 

Centrifuger B 750 g, 5 na, et laver une fois les cellules 

aviec20mLdePBS ( * ~ l e c u l o t a v e c 1 o u 2 m l d e 1 ? B Ç a v a n t *  

ocmp16ter le volme). ! 
L'un des deux lo ts  est aomem6 pcwr la réalisation des iSminç. 

- Sensibilisation : I;e second l o t  reçoit 10 ml de l a  solution dvanti- ............... 
g h e  (20 mg d ' o v a l d h )  et reste en contact pendant 15 nn a l a  m r a -  

ture du laboratoire. 

ïe l o t  tQrPin, rxai sensibilisé, est compl&té 3 20 ml avrrc du 

PBS. Us deux lots sont centrifugés et repris par 20 m l  de sérum de lapin 

à 1 % en PBS. Ils sont lavés t rois  fois dans ce milieu e t  repris dans 

10 ml (= suspension à 1 %) . 

- Dosage des s&urr;i : il est réalisé dans les &ES d t i w  c p  ................. 
dans le cas des h h t i e s  sensibilisées 3 la sémmlkmhe (cf ci-dessous 

Ej 3 ) .  

2) ~ s i b i l i s a t i o n  des mties de m m &  
l a  sérumalbutnine bovine par l a  qlutaraldéhydg -- 



- mties de mu- formolees ............................ 
k s  hbaties de m o u e  PASïEüR à 50 p. 100 sont diluées à 8 p. 100 

avec du tanpn phosphate physiologique. .Zn ml- de cette suspension est 

mélange a un vol- de f o m l  3 p. 100 en les versant simultan6mmt dans l 
rn misi* récipient sous agitation constante. ~e nielangeest ag i t é  pendant 1 
16 heures à 37OC (Eviter la  production de musse). 

Centrifuger les hQMties à 1.500~~. 

U s  laver 5 fois en tanp?on glycocolle pH 8,2. 

D i l u e r  le dernier culot par un vol- de tampon glycocolle égal 

au volume du culot pour avoir une suspension à 50 p. 100. 

Enfin diluer la suspension a M p. 100 au 1/20 pau mir une 
m s p m i o n  à 2,5 % ; et la r6prtir en fractions de 2,5 m l  additionn&s 

de 25 pl. àe Merseptyl 3 1/10 000. 

Stocker les h h a t i e s  formlées à 4OC. 
' 

b) .-be-aeézalpire 
Placer dans un tube un m l  d'hématies de mmn, à 10 % fonmlées. 

Sur le culot, ajouter ilans 'l'ordre 

1 nù.ae la sc)1Utiai de s é - 7  bovine 

1 m i  de gluizzaldéhyde à 1 p. 100 

Laisser en oantact 15 mn 3 la tmqErature du IAxxatoiLe. 

Remettre en suspension dans 5 ml. de tmpm glycumïle. 

.. 
3) Dosage des sénnû 

a) . Çat~tironon~-sé,nmrs 
ll&xupl-ter 3 c~mt*s de s é r u a i à c b s e r ~ h u f ~  

30 rm à 56'C. 



~ a a n s l e c a s ~ s é . i t M l g a n t i - a I m 2 b i n n i n e ) , ~ 3 ~ ~ d e g l ~ e s ~  

de boéuf (dans le cas Bes se).iaacr mti-séruraallrumine ~OI&BZ) a 50 p. 1110. 

Agites et laisser/en contact 30 m B la WqSrature du laboratoire. 

Centriftger 5 rm Zi 750 g. 

Prélever le surnageant = Çérum dilué au 112. 

b) @&ugi@g @nnr; 
Us dilutians se font avec le sérum de lapin pur le s hématies- 

omlbmbe, avec le tcaropn g l y m l l e  pour les h é a n a t i e s - s é r m d b ~ ,  de 

1/2 en 112 SOUS un vol- be 0.25 ml dans les alvdbles en U d'une plaque 

de titration. 

Acrgluuna%o", , 
Ch ajoute une goutte d'h6mties ~ i b i l i & s  B chape d W e .  

Ia lecture se fait &s 3 heures et aprh 16 heures . 
ün sérum de lapin de réf6reme ana- ou anti-sén;imal- 

bunine b a v h  sert de standard inteme et de aantrble. Chque sérum (dilution 
au 1/21 reçoit une ptte d8h(Mties sensibilisées pour *rifies l'absence 

d'agglutination spontanik. 

et dt IgE marq\aseicr 3 1 ' iocae i25, pur des .ïcp-mtî-IgE introduites en quantité 

marquées qu' i l  y a m h  d'IgL froides et jxmztrmt.  Ui guanti.ELs d'I@ 

lxst4ks-e g?mprü.~wnelle a La qumrtste 
atr* psasau.ntes drHIS le sshm?f. dmw. Les x* 3xst&S l3bx?s aal t  gz?3§i,* 

prêcipitatian des Igd; ( ~ 1 ~ s  aux IgE) dans du sulfate d 8 ~ m  
B 33 % de saturatien, amcmtmtion dam Itaaiyllle les IgG sont insoIubae8 

lalm que las I ~ E  aait 501Xblei. 



2) R6aa.f~ 

1 

a) @ g q  *-lap@-qm- (-1 (= SIN) 

! 
b) z?!SF--te ~ - 0 1 : 0 9 i ¶ e  pH 8 ,O 

QiL- de sodium 9 g 

'1* qsp 1000 m l  
Tearpon borate de sodiun 0,2 MpH 8,O q s p  PH 8,O 

C)  BBÇ-ÇLN - - - -  : Tmnpan borate physiologique contenant 1 p. 100 de sérum 
de lapin nomal 

12'1 : diluées dans du BBS-SW pnir obtenir 40 .O00 cpn/ml d) EgE !FEl!Z*s-~l' - - 
e) ,rgb ~ g z I g E _ :  dilw dans du BBS-SIN de manière a ce que dans les oondi- 
tiaw du dasage50 % de l a  radioactivité totale se lie à ces imnunoglobul~s 

. en absence d81gE froides. 

r;, 

fl g s  -st--arj : çérum de rat r@la~teux  (IR 162) titr6 par n. BAZIN à . ?  

7 .  

5,7 mg d'I4E/ml. 5, 
La cxxrirbe &talon est &en= par dilution de ce sém avec du 

sérum de lapin nomial. 
i*$2,?,A 

-: 31 BEde €FSkatoire 
q$ ,, 

4 g, y' 
( L  . 

, r r .  

rsS dosages sont r~alises dans des tubes de polystyrène de 
' 

10 x 75 m. 
s&um est &ES en triple exenplaire : + .  

- 0,2 n\l de l& a;ilut5xn, d' IcpanlA-II* 
+ 9  

- 0 , l  Igl. de la ~ l ~ t i ~ n  d'I@ ~WX@W 

~a 'gamz &talm est réalisée dans ïes i p B n o s e m ,  chaque 

dilution du standard &tant in-te SQUS 0,5 m l  à la place du sérum B 

Qser. - .  . 
i 
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Trois tubes "zéron et 3 tahs "r-vie 1- . rrm -if-tn 

sant cbtenus de la façai suime : 

* '-2 

"non slscifi9uW 

0,s rril EZS 085 nù. SIN 

Q,2 mi a n t i ~ ~  (IgG anti-I@) 0,2 ml BBÇ-SLN 

'Pbus ies tubes sont &tés et laisses une kt a température 
d i a n t e .  Puis il sont ?lacés 1 h à 4OC avant dl@tre additionnés de 

0,4 m l  de sulfate dlammniun saturé froid. Après une légére agitation, 

les tubes sont Laissés 30 mn a 4OC guis ce.ntrif@s 30 mn 

A l a  pipette de précision, prélever 1 ml du surnageant. Trois 

tubes "radiwetivité totale" réalisés par addition de O , l  m l  dlIgE marquées 

ai 0,9Nd.de BBS-mu, sont mnpt€jS, en?m&m3 fmlp!3 qLie les Ewmmgemts de 

tous les autres tubes, dans un spectranRtre à scintillation (GA,?@lF4TIC). 

abscisse est porté le logaritlnrie de la Close dVIgE. 

a ordonnée est porté l 'arc  sinus racine carrée du rapport 

radioactivité libre sur  radioactivité totale. 

La oorir33e linéarisée subit un traitïlznent statistique permettant 

de calculer, par la méthcùe des roindres carrés, l'&uatim de régressi= 

et son dcmairre de -fi-. 

IR6 taux dlIgE àes sérums à dioser sont alors déduits de IV*- 

t i c n  de régressim. 
L9emmble de ces calculs est réalisé par oriiina+ur (m- 

L 

!l%CiWïW8 Wti 8) . 

1) Miwants huileux 

a) gapgfw- 2 gqi,$e 



b) =efi- 2 esi-t- 
Ifuile de paraffine pir if ié  : 8,s mlunes 

BAYO& F (EjgO) didispaiible chez SESVA 

(i%xsit& à 20°C = O ,778) 

Agent t2ensi-f : 1,5 values 

ARLEEL A disponible chez SEWA 

Mamide m l é a t e  

dl *E&oai_ ~l :+-s&~ b'pg m-l:@@ 

La phase aqueuse peut représenter la moitié du volume, mais 

l'érmlsion est plus facile à réaliser et plus stable en util isant 2 tiers 

dia phase huileuse e t  1 tiers de phase aqueuse oontenant l'antigène. 

Une vigoureuse agitation sur auitatem rotatif est suffisante 

pour obtedx une Ckulsiopi stable, 

III - TJirHmQUEs - 
u Lavage alvéolaire (MYRVïK et coll., 1 ~ 6 1 ) ~  

L'animal, doait on désire prélever les macrophages alvéolaires, 

est anesthési6 et saigné : éviter l a  saignée. au ooewr qui  risque de léser 

les pounrms. Fixier l'animal en cï&xbitus CEOrsal et d6gager la ha* 

qu.4. est clmp& le plus haut possible. m i r  la cage thoracique et aga- 

ger les pcmms. ~xtra&e 1 'ensemble c&rn-parnris aprgs W o n  de l'arti- 

Cuhtion des clavicules avec le stemm et section de la trachée au dessus 
du clamp. 

Wnicer l*ema&le avec de l'eau physiologique. Fhetirer la  pince 

fermant la t.ilrad.réie et aikqter sur celle-ci un aribaut de seringue de n@m . , 

dianzzttre. 
]Cn- dans les PCXHRCg1S, a la  serm, un UJXW de l iquide 

de Mataks adàitianné d'un peu d'hepar*, qui pmmque un 1- gaine 

de crwrei, puid aspirer len-t le vol- injecté, Vider le li- de 

lavage dans un. tube 1L oentrifuger maintenu a O°C., kt rec&mmaer le 

lavaige avec ikx m i l i e u  neuf juqu'à œ qg'ilê10rtelimpide. Il est possible 

* *u~a-t i e ~  lobes 10m'iis s ~ g i t  p r g e ~  de -u- . 

qufdie de la-, en veillant toutefois a 6viter une pcessbn excessive 

qui e n t r m a i t  dÊs h6mrragies. 



Ies cellules soitlt la*, et mises enaittlax sur le 

B) Mts péritonéaux 

ïas emdats péritsdaux de abayes sont prélevés deux 3 trais 

jours après induction d'une ascite pruvoquée par injection intrapéritonéale 

d'une émtiîsion de 2 m l  de triolBate de glyr=éroldans 8 ml àe licpîâe de 

Hanks. Au mment du prélilWemnt, la cavité péritonéale est la& par 

60 ml de Hanks froid con& 300 UiitSs d'H@adne. inlz,màuits en 
trois fractions de 20 ml dans le péritoine ouvert longitdinalemnt. La 

phase huileuse est décantik et éliminée, tandis que les œl lu les  sont 

lavées d ~ u x  fois dans 20 m l  de liquide Hanks froid sans héparine. Us cel- 

lules clkdxées -1; reprises du W a la mnœntration voulue pour 
le rpmplis- &?a tubes capillaire9 dE-stinés a m  tiearts de rnsgration : 

âe 2,5 à 5. 1o6 macmphges par 50 )i1. soit de 50 il 100. 106 cellules/mi. 

C) Inhibition de migration des mcrqAxiges 

1) Test dierect  : macrophâges alv6olaims de oabaye. 

Dans le cas des lavages alvhlaires chez Le e y e ;  qui four- 
nissent de 40 à 60 millicnis de cel2.ules en m~yertrre pafini lesquelles 75 a 
80 % Be macrophages et 20 25 % de 1-es, l 'emab1e des cellules 

est glacé dans les milieux de migraticn, ên présence et en abence de l'an- - 

t i g b  dQnt on recherdie la sençibilit6 chez l'animal* le facteur d'inhi- 
bition &es maaqhges GYïJL) est produit in situ et agi t  directement sur 
3.e~ maamphages au sein du d o t  oellukaire. DEtns ces mndittoais, il faut 

ï.a migratfan obtenue en préseme d'antic$nie, a la fois. à ale 

pilrcssence d'antigène avec les ' oellules d 'm animal non sensibilisé (a- 
fkakim d'un éventuel e f fe t  toxique de l'antigène sur les œl lu les  m- 
males) . 

- .  



Oette technique est utilisable avec d'autres maclroH-lages 

(p6ritoa6auxf en particuïier) lorsqulil est possible d'&tenir un adninaan 
ae io7 l D m ~  àxit an teste la sensibillte. 

Dans le cas oif l'animal, dmt an veut tester in vitro la 
sensibilité a un antig&ne donné, ne p u t  fournir un &re suffisant de 

-ges (107 cel1u.i.e~ mlninam), ai peut utiliser in test mixte oil les 

lynaahocytes sont mis en présence de l ' a n t i g b  pendant 48 heures pour une 

8Sventuelle syn* de MF. les sumageants acellulaires de ces mlkuces 

gont ut i l isés  pur la migratian de macrophages péritonéaux, de h y e  par 

e?riesrtple, car le MIF n'a pas de spécificité d'espèce dans son effet. 

Ch prél- les lyqbqtes gangliamaires a partir des ganglions 

axfllaires, mus-claviculaires, inguinaux et paplités des m i s  =if iées. 

ïes lyng.ocyteç de chaque souris sont partages en deux parties égales et ' 

mis en culture : une moitié dans 2 ml de milieu MEM seul (t6mi.n) , 1 'au- 

m o i t i é  dans 2 ml de ce milieu M E 4  aüditionnis de llantig&m a tester (dans 

oe cas, 40 -pg/ini de s6ruma- bovine) pour une synthase k t u e l l e  de 

MW. Ia cul- se d @ u i e  pendant 48 haires 3 37'C en atms#&re de 9 
3 a 5 O ei f b -  de ml-..* 2s an (5.106 i w s / h i l ) .  

Ap&s 48 heures, les milieux de culture sont pscélds  et 

centrifugés. ï e s  surnageants sont utilislss & milieux paur l a  migration 

ch mcrqhages p é r i ~ u x  de cobayes. ~ & t  d'iétre introduits âans les 

ckdmes de migration, les milieux sont ccnp16tés par 10 p. 100 de drum 
d'adxym de bavln dé cap lé ment^ (id le s9smi qpxte la Sé- 

te des m i l b u x  sa~rrs ~ n t i g h e  r d s  1msq.m l'zmtigène n'est ga~lr un 

aamtituant &rique, il faut l'ajmter 3 ce mmnt dans les milieux n 'm 

amtenant pas au caus de la culture 1-) L'-le &?s milieux 

est f i 1 M  sur Millipxe 0.20 pm afin d'eliminer tddemmt les 1ynCliocytes 

de souris. 



b) LZP'i!%% -s ?FEz&EE 
Quecesoitdamletestdirectouletestmixte,  destubesa 

n d e e i t e  hdSparin6s (velum envimn 50 pl) sont reaplis par rne sus- 

pension de 2 à 4 millions de cellules (macrophages alvéolaires ou péritonéaw), 

scellés par 1 m de ~~61ose a 1 % et 1 rn de ma8ti.c Osm pour cultures 

cellulaires, pds centrifugés a 800 g. 

Us de migration de SYKES+lXRE, mntenant chacune 

deux tubes a microhématoc~ite s e c t i m 6 s  à l 'interface cellules-milieu, 

sont remplies avec les milieux à tester e t  placées à 37'~. 

ïes surfaces de migration sont relevées après 16 heures pur être 

n~surées  en pl-trie . 
Les index de migration sont exprimés en calculant le rapport : 

Surface de migraticm de 2 tubes dans le milieu supps6 amtenir 
= du MIF (cultures avec antigène) 

Surface de migrationde 2 tubes dans le milieu t h i n  ne contenant 
pas de MIF (cultures sans antigene) 

Dew mille sdiistoscmules, pr6parés pir *filtrationn de cercaires 
de Schistosana mansoni à travers une peau abdanhale de souris tendue sur  

un milieu de culture maintenu à 37'C, sont amservés une nuit 3 4'C en 

milieu H L E  -tenant 10 p. 100 de sérum de lapin ou de veau foetal deCan- 

pl&mntiS, de la p g r i c i l l ~  (200 U.1 ./?mi) et de l a  streptmycine (100 )-r/ml) . 
Apri?s élimination du surn&t, les. schistoMes sont mis 

en mitact avec 100 pci fli 5 1 ~ t e  de sodium (2 m en ptgmiolo- 
gique, caq16t&s par deux volunies de HLM; saris sérunn. 

Ies iarves scmt plades 4 haires 3 37Oc .en atmi>spMm de Cû2 

asretréguu.èrenea~iteespairéviteslerpdém=fondatube. 
Puis le9 s c h i s t 6 ~ ç  smt lavés 4 fo is  àans 5 m l  * HI& 

a 10 p. ioo ae se- ae veaii fœtai m i a n e n *  et -mant 0.47 P. 100 

de tanpon HEPES (4- (2-hydroxyéthyl) -1-pip2sazine acide 6thanesulfc)nique) , 
par des centrifugatims ne ~~t pas 400 g. 



Le culot du damier lavage est repris dans le milieu de culture 

wisi pour laex@5rienoe (en g&&al, PinEM oontenant 10 p. 100 de Senan de 
veau foetzd. d ~ l ~ t é ,  PQYLcilline (100 U.I./lnl) et stmptmpine 
(50 pg/rnl) , pour obtenir 50 d i s t o d e s  par 0, l  m l  de milieu. 

L'ammble de nos marquages ont dm& une raàbactivité de 
400 B 600 awpç par minute pour 100 schis t iomles .  

A) Dosage de prot6ines (m et colle, 1 9 6 ~ ) ~ ~ ~  

b) lkrixate de sodium et de potac;sim il z % 

cl Sulfate de cuivre B 2 % 

d) wéactif du Muret (réalisé extmpran6mmt) : dens l'ordre 1- "an 

s * ~ ~ ~ ~  4% %" 

e) &%actif de Eblin dilué au dani extenporaanht 

P e s a r l O q d e ~ ~ b Q ~  (Fr*VdeCohn) 

Ies dissaidre dans 10 m l  d'eau distillk 

aiitxx cette splutian mBre avec d~ l'eau distillée . 



0,20 m l  de solution protéique à doser, diluée de façon à entrer 

dans la garmvl du standard ; ou 0,20 ml de &que concentration du standard. 

Ajcmwr 2 ,O ml de réactif du biuret sous agitation mnstnnte . 
Laisser 30 m Zi l'obscurité à la tgcpérature du laboratoire. 

Ajouter 0,20 ml de réactif de Foiin dilué sous agitation constante. 

Laisser 15 mn minimum 3 l'obscurité. 

Lire la D.O. 3 660 m. 
La ahration est stable envirpn 2 heures. 



s e  - - - * v v + m F T  de rsca i i t ro~no l  
Etalon I3XHRINGER (rSf. 15911) 0,5 nt4 dilué pour obtenir 6OnM de 

pnitraphénol dans le volunil' final de la  réaction (3  ml) 

0,12 ml ik 196talon -, @le6 9 l a  p i ~ t t e  de 

0,2 ml au 1/100 

0,88 m l  de t;mp?on acétate 
2,o ml de soude 0 , l  N 

Fachantillm : 0,2 ml 

Taqon &&te : 0,7 ml 

Substrat : 0.1 ml 

In* a 37OC p6?ndant 4 kures. 

Ar&- l a  &acti& avec 2 ml de N a a l  0.1 N. 

Lire l a  D-0. à 405 m. 

E*s-: Incubér, pxdant 4 heures, 0,7 mL de tampn e t  

O, 1 m i  de substrat, puis ajouter, s a s  l a  JO*, 

0,2 ml du milieu mrr-t ll&hanti_llon. 
L 8 a c t i v i t e  s 'exprim en nM de substrat h y b l y s é  par heurr et E- 

unite d'&&a~-&illp~ (1 ml de m a t  ceUuïaire ! ou 1b6 cellules) . 



bl --9&,Yp@le 0#4 M pH 10 ,8 

G l y c o c o l l e  0,8 M (60 g/l) : 500 ml 

NaOM 0,8 M (32 g/l) : 500 ml 

M é l v  v/v les desac 601utionS. 

! 
C )  ~~s@@ : O - n i ~ y l ~ t a - D - g a l a c t o s i d e  (O.N.P .G. ) 

2nM (PM : 301) en tangon acétate 

mis en solution au mcment de 1 'emploi (agiter 1 heure a 4OC) . 
d) w- b'g-@&qA&o& (FM : 139) 

Peser 4 mg d10-nitroph6nol et les dissoudre dans 0,25 ml d '  E t h a n o  
1 Ajouter 5.5 m l  de t a n p n  adtate (= so lu t im contenant 5 rn Ebles/ml) . Diluer 

1 ml de la solution p-te avec 9 m l  de tampon acétate (= solutionmère , 

a 500 nPbles/d). puis réaliser la suivante : 

Solutian mère '&mon ac9bte 

A la fin du do-e chaque &'de la gamm reçoit, amre les 

8Ç.hantillopis8 1,6 mi de tmnpon glycocolle. 

~ t i l l a n  0,s m l  

zktstatce 1,2 niS. 

stlbstratt 0,2 ml 
fncniber 16 kawres a 37OC 

Blancs: - ... œ xilakr I , 2 m l *  et 0,2.@ de f5ubt3txat. 

A la fin da l'incubatfon, ajouter 1,6 ml de tmp& gly- . 

ci~clol2e et 0,2 ml d'ekhantillan. 

Lecture a 425 m 



293 

Ie volune de La gmm+talon et des ~ t i l l o n s  (st.ant le mêrae, les 

lys6 par l'enzynie introduit avsc les 0,2 ml d'&2umtiïlan. 

Came paur la b&a=glucumniaaOe, l'activité enzymatique s'exprime en nM 
de substrat hydrolysé par heure et  par tmité  d ' é d i a n t i l h  (soit unité de 

volume, soit un i t é  cellulaire) . 

Saliser une solut ion 0,2 M de phosphate disodique : 

PD4 H Na2 12 H20 : 71.6 g 

Hzo qsp 1000 ml 

Saliser une solut ion 0,2 M de phosphte acide de sodium 

PO4 H2 Na (PM : 120) : 24 g . 

ai Fû4 H2 Na 2 H20 (PM : 156) : 31,2 g 

%langer les deux solutions qsp 6 ,O, et doubler le violunie. 

Ajouter alors 2,34 g de NaCl/litre. 

b) Subs+xat - - - -  : G 1 y c ~ l - ~ ~ l a l a n y l - M t a ~ ~ l - ~  0,4 rrEl (PM : 347) 

Peser 1,5 mg dé çuàstrat ; dissoudre ~ ~ a n Q n e n t  avec 20 pl. 

que : le Fast Grm~ett GBC. * ,  . 
EWipamr la aolutioi au nmdmia 30 mi mht &p1oiIv~tm mélangeant 

velum à V D ~ ~ R E  les soliitfm "AW et "B" suivan- : 

A) Aeide chlomsmxribenzoE~e (CM&) ....**..... ............*.... 
357 mg & 6ier en fiole jaugée de 100 ml 

12 ml de EhûH 0,5 N (2 g paur 100 m l  de sol. 5dnal.e~ 

Agiter pour dissiouiire 



Ajouter 1,86 g d'EWPA9 (acide i % h y l b - d i ~ * a - ~ ~ ,  

m l  ditxaque) ou verséne. 
I 

Qnp16t631- a 95 ml avec de l'eau. 
Ajuster le ptI à 6,O /v~ec"lN 

Oarp16ter a 100 ml. 

B) Fast Garnett GBC .............*.. 
0,5 mg de colorant par ml de solution de TWeen 20 2i 4 p. cent (ph) 

dans l'eau. Filtrer. La solutioi ne se mnserve que quelques heures 3 4OC. 

Peser 1,7 RKJ de 2-naphtylamine. 

Mssmûre dans 1,O ml d'alaool Zi 95 p. cent. 

Ajouter 18 ml de tanpn phosphate. 

~ 1 e v e r 1 i n l ~ C e t t e s o i u t i m e t a j o u t e r 4 m l d e t s i p a i ~ ~  
(= mlutian*m ? 100 nM/hl). - la garane suivante : 

0.2 BR1. d'échantilb 

012 m l  de tanipon 
Pllis ajarter 0,4 ml Q? substrat chauffg à 37O~.  . 

- 

-. Incuhr4heures. 
krtiter la rtkwticn avec 1,4 ml de rMlateur, sana ciblier'les tubes 

i 

caela-. 
Lire la D.O. à 520 m. 



El=-: m&m pmœssus, sans échantfllon qui est ajout6 a p d s  

. le révélateur. 

Attention ! Certains réacéffs de ce dosage sont potentiellenient cancériqèms 

et réclarrient une grande -ce d'utilisatfon : masque pur la 

pesée des poudres, et gants pour le maniemmts des solutions. I 
A la fin du dosage, rincer soigneusenmt la vaisselle B l'eau froide * 

' 

mt son traitesnent habituel. i 
E) Dosage de l a  leucine-béta-naphtylamidase 
(GûIJ)BARG et -~RG, 19~8)'~~ EC 3.4.1.1 

a) T a r r p a n m 9 0 , l  PI pH 7 ,O 
Mélrie préparation que paur la Cath6pr;ine C, mais pH 7,O. 

, , b) g@sgat : bucine-béta-naphtylrnnide-~~~:ï : 293) 
25 ny/inl de D M t h y l - s u l f o x y d e  

Diluer 50 fois avec le tampon phosphate au rmmnt de l'emploi. 

CI w L a @ g - :  125 mg ck Fast-ett €SC, 75 ml d'ac. adtique. glacial 

25 ml de metm 20 ; axlipléter à 250 ml avec de l'eau 

Ajouter 0,4 ml de substrat pr6chauff6 iî 37OC 

lilcubw 4 heures h 37O- 

Arréter la rthztion avec 1,4 mt de r&6lateur 

Lfre la D.O. à 560 m. 



F) màqe de, la phosphtase acide 
EÇ 3.1.3.2 

a) . Tiq+-ciQage - 0,05 M pH 4,8 
Acide citrique 0 , l  M (FI : 210) : 21 g/l 

Citrate trisodique 0 , l  14 ((PM : 294) : 29,4 g/l 

*langer les deux çoluti01?~ p u r  obtenir le pH 4,8 et doubler le 
volume avec de l'eau. 

b) - w g t - :  pnitmphenyl-$hosphate de sodium-6H20 5,5 nM (Pif 371) en 

solution d a .  le tanpon citrate. 

2) -Hode apérato-e 
- &échauffer quelques minutes Zi 37OC 
1 ml de subtrat 

- Ajmtex  alors 0,2 ml d'échantillon 

- Incuber aactmmt 30 mn 3 3 7 O ~  

- I h r r é t e r l a ~ c m ~ 1 , 8 m l d e ~ d & ~ ~ e  

- Lire la D.O. h 405 m . a 

Le blanc est constitué par 1 rnl de substrat incubé sans &han- 
tillûn, lequel est ajouté en fin d'inmbatim ap~& aüditFon de la suude. 

Liad.vit6 ghoqhafrlue acide est ~~ en nM de substrat 
hydrol* -par heure et gsr unité de vol- de l ~ ~ l l o n .  . 



1 - Li re  la D.O. 3 340 mn = El 
- - &placer le vol- dans un tube et mesurer l'échantillcm suivant. Laisser Zi la 

~ a t w i e a m b b k e .  . 

- Après 15 nn exactement, lire 3 nouveau l'extinction de diaque khantîllcn : E2 
- C a p r e r  la ciiffiSrence d'extinction celle obtenue avec un standard de LEI 

nPrécinorm En de (réf . 15918) . 
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