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INTRODUCTTION

BUT DU TRAVAIL

Schistosoma mansoni, ver plat Trématode digénétique, est un

parasite des vaisseaux sanguins mésentériques de 1'Homme et de quelques
mammiféres. I1 est responsable de la forme intestinale de la schistoso-
miase(ou bilharziose) , maladie touchant 150 millions d'individus, prin-
cipalement en Afrique et en Amérique tropicale. A ce titre, la bilharziose
sous ses diverses formes représente l'une des principales endémies mon-

diales et,bien que son taux de mortalité reste faible, elle entraine sou-
vent, par son évolution vers des formes chroniques, une profonde incapa-

cité physique avec ses conséquences humaines et &conomiques.

L'infection par S. mansoni se produit par wvoie transcutan&o-
muqueuse lors d'un contact avec de 1l'eau oli nagent les larves 3 queue
bifide du varasite (les furcocercaires), peu de temps aoréds leur sortie
de la Planorbe, mollusque gastéropode pulmoné dulgaquicole, héte inter-
médiaire des Schistosomes.

Au moment de la pénétration dans la peau, réalisée grace a des
enzymes protéolytiques, la cercaire perd sa queue et se transforme en
um schistosomule. Par un cheminement qui reste encore discuté (capil-
laires sanguins, systéme lymphatique); les schistosomules gagnent en
quelques joursles poumons ol une grande partie d'entre eux est détruite.
Les jours suivants, les jeunes vers atteignent les vaisseaux mésentéri-
ques et la veine-porte, ol ils achévent leur maturation en vers adultes
miles ou femelles. Le midle qui mesure 2 am, loge la femelle, filiforme,
dans le creux formé par le repli longitudinal de sa face ventrale, le
canal gynécophore. Les femelles fécondées akandonnent les miles et s'ar-
rétent dans les veinules du gros intestin. Leurs oeufs, par érosion et
digestion enzymatique, traversent la paroi des capillaires, tombent dans
la lumiére intestinale d'ol ils sont entrainéds au dehors, et parviennent

en milieu aquatique.
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De 1l'oeuf éclot un miracidium, larve ciliée, qui pénétre dans
le mollusque lui servant d'hSte intermédiaire. Au sein du mollusque a
lieu une reproduction par bourgeonnement interne (polyembryonie) qui
transforme le miracidium en sporocyste orimaire capable de donner nais-—
sance a des milliers de sporocystes—fils. Leur maturation en cercaires
s'achéve dans 1'hépatopancréasdu mollusque. Libérées dans 1l'eau 3 25-30°C,
les larves infectieuses doivent trouver un héte dans les 24 heures faute

de quoi elles meurent.

La résistance naturelle des mammiféres a 1'infection par Schis-

tosoma mansoni varie considérablement d'une espéce & 1l'autre, allant

de la résistance totale, comme chez le chat ou le pigeon par exemple,
a la susceptibilité comme chez 1'homme, la souris ou le hamster.

Entre ces extrémes existe la situation intermédiaire des
mauvais hbtes, comme le cobaye ou le chien, chez qui les larves péné-
trent mais ne se développent pas, ou comme le singe Rhésus et le rat
chez qui les larves deviennent des vers adultes, éliminés apr®s un délai
de quelques semaines par uh phénoméne d'expulsion spontanée ("self-cure"
anglo—saxonne) . :

Toutefois, chez les hotes susceptibles, se développe, 3 des
degrés divers, une résistance & la réinfection, conséquence d'une immu-—

nité acquise. Chez 1'homme, oli les vers adultes peuvent survivre de

25 3 30 ans, on constate une certaine réduction de la population para-
sitaire avec 1'4ge, mais 1'on cbserve surtout une limitation des infec-
tions ultéricures lors de contacts avec des larves infectieuses : il
s'est développé un état de prémunition..Chez les animaux expérimentaux,

la premiére infestation entraine un état de résistance 3 la réinfection

qui semble totale et définitive chez le singe Rhésus, temporaire chez
le rat, et seulement partielle chez divers hétes comme la souris.

Cette immunité acquise a essentiellement comre support le pa-
rasite adulte vivant. Les schistosomes &liminent dans la circulation
sanguine de leur héte de trés nombreuses substances solubles, somatiques
et surtout métaboliques : produits de la digestion, enzymes, structures




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

1'appareil excréteur et de l'appareil génital, peut-étre des hormones,

constituant une source extrémement complexe d'antigénes grice auxquels

1'hote est susceptible de s'immmiser.

Actuellement, 1l'étude des antig@nes schistosomiens est 1'un

des axes nrincimaux de la recherche concernant 1'immunité anti-bilhar-

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

nisation de 1'héte.

Le second pdle d'intérét dans ce probléme est 1l'analyse des

mécanismes effecteurs de 1'immunité anti-schistosomienne. Les plus ré-

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

de plusieurs processus immunologiques :

1)

2)

2 3)

4)

5)

La présence dans le sérum des animaux (singe Rhésus, rat, lapin,
cobaye) et de 1'homme infectés, d'un anticorps toxique et méme 1&thal,
en quelques jours, vour les tout jeunes schistosomiles et dont 1'action
nécessite le complément.

Chez le rat et le cobaye, une accélération du mécanisme précédent est
constatée en présence de leucocytes polymorphonucléaires, apparenment
les neutrophiles. '

Chez 1'homme, le babouin et la souris, des éosinophiles associés &

des anticorps, indévendamment du complément, entrafnent des lésions
importantes chez les schistosomules.

Des macrophages normaux, sensibilisés & 4°C par des anticorps cytophi-
les de rats immmns, endommagent les larves du parasite.

Enfin, des macrophages normaux, vréincubés pendant 3 3§ 14 h avec du
sérum de rat immun, adhérent fortement aux schistoscmules et parviennent

a les tuer en quelques heures. Les anticorps impliqués sont les IgE.




Avec ces mécanismes se manifeste le caractére majeur de 1'immu-

nité acquise dans la schistosomiase : elle s'exerce contre la forme

larvaire vrécoce du parasite, c'est-a-dire dans les premiéres heures qui

suivent une nouvelle pénétration de larves dans la peau. En effet, aprés
4 jours, le schistosomule acquiert des antigénes identiques 3 ceux de
son hdte, qui semblent le protéger des mécanismes immunitaires de 1'orga-
nisme infecté. C'est probablement 13 1'une des explications de la longue
survie des vers adultes malgré 1'immunité qu'ils suscitent ; cette immu-
nité n'agit qu'a 1l'encontre des larves nouvellement introduites dans

1l'organisme, donc vis-a-vis de la réinfection.

Si la coopération macrophages-immmnoglobulines E (IgE) constitue
un €lément important de la défense de 1l'organisme contre la réinfection,
il est tentant d'essayer d'augmenter 1'efficacité du mécanisme.

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

Dans ce but, nous avons utilisé diverses substances immuno-

stimulantes, les unes connues pour potentialiser la réponse humorale et
plus spécialement solliciter la production d'IGE en augmentant leur taux
sérique, et les autres connues pour stimuler les activités propres des
macrophages, ces cellules que nos connaissances ont longtemps confinées
au seul service de la voirie de l'organisme, mais qui se révélent, depuis
quelques années, des partenaires indispensables aux mécanismes inmuns.

Dans un premier chapitre, nous exposerons 1'état actuel de nos

connaissances dans 1'immunité anti-bilharzienne et dans les mécanismes
qui la soutiennent.

Cette immunité &tant i la fois a support humoral et d support

cellulaire, nous présenterons, dans le deuxidme chapitre, les mécanismes

de la réponse humorale ainsi que les substances immuno-stimulantes sus-

ceptibles d'agir sur la production d'anticorps, et, dans un troisime

chapitre, le rdle du macrophage dans 1'immunité cellulaire, avec les

substances capables d'accroitre 1l'efficacité de ses interventions.




Nos travaux pversonnels seront exposés en deux chapitres.

Le premier présentera les résultats obtenus dans 1'immunosti-
mulation humorale et macrophagique avec un extrait antigénique pur isolé
des Mycobactéries comparé 3 d'autres substances connues pour leur effet
adjuvant. '

Ie second s'attachera i une avplication des effets stimulants
humoraux et macrophagiques observés, dans le développement de 1'immunité
anti-bilharzienne chez le rat soumis 3 une infection expérimentale par
Schistosoma mansoni.




CHAPITRE I

L'IMMUNITE VIS-A-VIS DE IA SCHISTOSOMIASE




L'immunologie de la schistoscmiase a fait 1l'objet d'un récent
Memorandum de 1'0.M.S. (CAPRON et un groupe d'auteurs, Bull. OMS, 1974).

Contrairement 3 ce qui se passe dans la plumart des infections,
1'immunité qul se développe dans les affections parasitaires est en géné-
ral trés longue a s'instaurer et n'aboutit pas 4 une destruction totale
de la population parasitaife installée. Vis-a-vis des vers adultes de
1'infestation initiale, il se développe ce que SMITHERS et TERRY (19695?59
ont appelé 1' "inmunité concomitante", 2tat dans lequel 1'hdte est inca-
pable de se débarrasser comolétement de la population de vers responsable
de 1'immunisation, mais gr&ce auquel il peut résister aux infestations
ultérieures. On cite 1l'exemple de travailleurs subtropicaux, dont la
tiche impose une immersion quotidienne dans des canaux d'irrigation en~
trainant une important mortalité par une infestation primaire massive,
mais pour qui la survie signifie 1'immunisation. _ |

Il est possible, mais non prouvé, que la réduction de la popu-
lation infestante, manifest&e chez certains animaux exééri.trentaux dans
le phénoméne de "self-cure", ainsi que chez 1'homme avec 1'age (BRADLEY
et Mc CULLOUG, ~1973)4€ repose sur un mécanisme immunologique : chez le
singe Rhésus, la ponte var les parasite est maximm entre 8 et 12 semaines
aprés 1l'infestation, puis diminue progressivement pour atteindre un taux
faible mais constant. On constate une r&duction paralléle de la population
de vers adultes (Mc MULLEN et coll., 1967)2f5

Chez le rat, 1'élimination des vers constitue un phénoméne extré-
mement intéressant pour 1'immunologiste et un modéle expérimental trads
utilisé par le parasitologue : la plus grande partie de la population
parasitaire est détruite entre la 4éme et la 8&me semaine, tout d'abord
rapidement entre le 2l&me et le 37éme jour (la demi-vie biologique des
vers est de 6 jours), puis plus lentement, la population se réduisant de
moitié tous les mois environ (RITCHIE et coll., 19633’? SMITHERS et TERRY,
1965 by

Chez la souris, les oeufs sont pondus d un rythme constant pen-
dant une centaine de jours. Peu i pmeu, et surtout & partir du 60&me jour,
ils sont piégés dans le foie et 1'intestin. Un mécanisme immun de 1'hdte
inhiberait 1'action des enzymes de 1'oeuf, 1'empéchant de tomber dans la
lumiére intestinale (KLOETZEL, 1967)27.6

Le cobaye et le lapin sont capables de réduire leur ponulation

parasitaire mais plus lentement que le rat.

|




I - RESISTANCE A LA REINFECTION

Au sens stric, 1'immunité contre la schistosomiase n'intéresse que
les parasites introduits lors des infections secondaires. Il semble en effet
que l'essentiel des mécanismes immunologiques acquis s'exerce contre les
formes immatures du parasite, celles qu'il présente au moment de la pénétra-
tion dans 1'héte. L'immunité anti-bilharzienne se traduit par une résistance>

a la réinfection.

C'est ainsi que le singe Rhésus devient totalement résistant a
la réinfection aprés une premiére infestation. Les auteurs divergent sur
le délai nécessaire 3 1l'installation de cette immunité, délai qui serait
de 16 3 21 semaines vour certains (SMITHERS et TERRY, 1965a) et d'une année
pour d'autres (NAIMARK et coll., 1960), mais ils tombent d'accord sur sa
réalité (MADDISON et coll., 1971). \

Chez le rat, en général 4 semaines aprés une premiére infestation,
une inmunité est observable et persiste pendant 12 3 14 semaines (SMITHERS
et TERRY, l965bff7Chez le rat Spragque-Dawley, la résistance a la réinfection
est comprise entre 80 et 100 % de la 5&me d la 7éme semaine suivant une
infestation par 1000 cercaires. Elle diminue ensuite rapidement et dispa-
rait 3 la l6&me semaine. Chez le rat Hooded-Lister, la cinétique est tout
3 fait semblable, avec un léger décalage, puisque le maximum de ré&sistance
est camris entre la 8&me et la l0&me semaine et que cette espéce est a
nouveau susceptible vers la l7éme semaine (PEREZ et coll., 19745751e rat
Sherman et le rat lewis atteignent le maximum de résistance a la 8ame
semaine (MADDISON et coll., 1970f161e maximum de résistance du rat Fisher
est observé & la 9&me semaine (Monique CAPRON, 1974{{

Les divers stades du cycle parasitaire dans 1'hote vert&bré sont
potentiellement antigéniques. Tous, cependant, ne semblent pas impliqués

dans le développement de la résistance acquise aux schistosomules.

ITI - LES ANTIGENES SCHISTOSOMIENS IMMUNOGENES

Chaque étape du dévelovpement du parasite libére dans la circu-
lation sanguine et les tissus de 1'hSte des substances solubles suscenti-
bles de déclencher une réponse immunitaire. L'immunoélectrophorése bidi~

mensionnelle permet d'identifier vlus de 60 antigénes dans les extraits




parasitaires réalisés in vitro. Au sein de cette mosaique, certains
antigénes ont une spécificité de genre, d'autres une spécificité d'es-
péce, et d'autres enfin une spécificité de stade. L'un ou 1l'autre de
ces antigénes spécifiques ént été isolés, en particulier par électropho-
rése sur gel de polyacrylamide (BOUT et coll., sous presse) et suppor-
tent trés souvent une activité enzymatique. Ils sont &galement présents
dans le sérum des sujets parasités.

Les substances libérées dans le sang de 1'hdte se répartissent
en antigénes somatiques, constitutifs du corps parasitaire, et en anti-
génes métaboliques, sécrétés ou excrétés par le parasite.

Une description détaillée de ces antig@nes a été donnée par
CARLIER (1975

Quelle est leur valeur immunogéne ou vaccinante ?

= Les cercaires : Au moment de la pénétration dans la peau, les cercaires

libérent des enzymes et vident leurs glandes acétabulaires. LEVINE et
KAGAN (1960faént obtenu une immunisation de souris avec de 1'incubat de
cercaires de S. mansoni ; il s'agit du milieu dans lequel ont vicu un
certain temps les cercaires.

= Les schistosamules : 10 & 60 % des schistosomules, selon la suscepti-

bilité de 1'héte, sont détruits au moment de leur oénétration, de leur

migration ou au niveau du voumon. Ils constituent une importante source
d'antigénes. Le singe Rhé&sus infesté par la souche formosane de Schisto-
some, qui ne se développe vas chez le singe, deviennent résistants 3 une

* . . * 7
infestation par S. javonicum (HSU et HSU ., 1963)25

Les avis divergent sur la valeur de 1'immunisation par infesta-
tion avec des souches hétérologues (souches du bétail, chez la souris ou
le singe).

L'utilisation de cercaires irradiées, qui restent & 1'état de
larves immatures, confére une certaine immunité ; mais 1'irradiation qui
entraine ce blocage du dévelovpement conduit également 3 la mort in situ
des larves et déclenche de ce fait la formation de granulomes pulmonaires

ou cutanés.
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- Ies vers adultes : Des rats sont facilement protégés par des homogénats
2

de vers adultes de S. mansoni (SADUN, 1963?% Par le transfert de vers

adultes dans la veine-porte de singes sains, SMITHERS et TERRY (1967f58

ont développé une immunité 3 la réinfection.

L'infection unisexuée permet de vérifier le rdle de l'adulte,
en &liminant la part &ventuelle des oeufs : ainsi VOGEL (1958)° obtient
une immunisation chez des singes par infestation avec des cercaires
d'un seul sexe ; de méme, SMITHERS et TERRY (l969bf6%hez des souris.
Ces deux derniers auteurs (1967ffgpar le transfert de vers adultes
miles ou femelles dans la veine-porte du singe Rhésus, ont obtenu un
haut degré de résistance ; de méme, par transfert de vers femelles coupés
en deux : la partie antérieure peut survivre plusieurs semaines et ne pond
pas d'oeufs.

Ce sont essentiellement les vroduits du métabolisme des vers qui
vortent l'activité immunogéne wrotectice : les surnageants des cultures
de vers in vitro (incubats) conférent une bonne immunitéd aux animaux :
ainsi vaccinée, la souris résiste d une infestation par S. japonicum
(SADUN et LIN, 1959) ou par S. mansoni (MURRELL etCLAY, 1972).

Le tube digestif du ver adulte est en cul de sac. Trois & quatre

heures aprés ingestion des érythrocytes du sang de 1*hdte, le ver renou-
velle le contenu coecal en régurgitant les résidus de la digestion : enzy-
mes, cellules et débris cellulaires de son épithélium intestinal. Outre
ces excrétats, le ver renouvelle constamment son tégument éxterne hepta-
laminé, dont les fragments sont libérés dans la circulation de 1'hSte ;
des sérums toxiques in vitro pour les schistosomules ont été obtenus
par injection de molécules membranaires 3 des rats (SHER et coll., 1974).

Ie ver adulte vide le contenu de sa vésicule excrétoire. Des
produits de 1l'appareil génital du mile comme de la femelle passent dans
la circulation sanquine. Il y a peut-étre également des hormones.

CARLIER (1975)°a isolé du sérum et de 1'urine de bilharziens, un
antigéne de nature molysaccharidique, retrouvé dans 1'incubat de vers
adultes. Cette mplécule serait hapténique et ne provoquerait 1'apparition

d'anticorps, que couplée d une protéine porteuse.
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Les antigénes métaboliques libérés par le ver adulte se répar-—
tissent actuellement en molécules polysaccharidiques pour les éléments
provenant du tube digestif, et en molécules protéiniques ou glycoprotéi-
niques pour les structures libérées par le turn-over trés rapide de la
menbrane cytoplasmique externe heptalaminée du ver (KUSEL et MACKENZIE,
1975"7 KUSEL et coll., 1975) . Ces mémes molécules ont été identifiGes
dans le sérum des sujets infectés. v

De plus certains des antigénes membranaires de 1l'adulte et de
la forme larvaire ont des communautés qui peuvent expliquer 1l'action d'an-
ticorps cytotoxiques, induits par les vers adultes, sur les jeunes larves
au moment de leur pénétration.

I1 apparait cependant de plus en plus clairement que le dévelop—
pement de 1'immunité & la réinfection chez le rat coincide avec la lyse
des vers (qu'elle soit la conséquence d'un rejet immunologique ou d'une
thérapeutique efficace) qui libé&re dans la circulation sanguine une énor-
me quantité d'antigénes somatiques et d'immuncomplexes solubles (CAPRON,

72
1975) .

- Les ceufs : Dans le systéme S. douthittii-souris, les femelles pondent

des oeufs parthénogéniquement. Il est donc possible d'obtenir in vivo
une ponte en absence de miles. La souris dévelopre une immunité a la
réinfection lorsqu'elle est infestée par des femelles, mais was lors-
qu'elle l'est avec des miles (KAGAN, 1952f. Des le 28me jour, 1'oeuf,
contenant le miracidium, excréte, var ses pores, des enzymes dans les
tissus qui 1l'entourent. Cependant, les antigénes d'oeufs semblent sur-
tout responsables du déclenchement des réactions d'hypersensibilité

retardée 3 1l'origine du granulome qui;se forme autour de cet organite.

En conclusion, il est encore difficile de déterminer les anti-

génes responsables de l'induction de 1'immunité protectrice. Il sexble
au moins acquis que cette stimulation de 1'immunité soit due au mEtabo-
lisme des vers vivants au sein de 1'hbte.

- Il est possible qu'un certain degré d'immunité protectrice puis-
se étre obtenue avec la jeune larve migrante, mais les singes et les sou-
ris ne développent d'immunité que trés lentement aprés une petite infection
initiale. C'est le signe de 1'importance de 1'adulte dans le processus
immunitaire. Le transfert chirurgical des vers adultes dans la veine-porte
confirme d'ailleurs que 1l'essentiel du stimulus antigénique est apporte
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Jusqu'a ces tout derniers mois, la plupart des expériences de
transfert passif de sérum d'animaux immuns 3 des animaux sains s'étaient
traduites par des échecs : aucune protection n'était transférée.

Autrement dit, les anticorps présents dans ces sérums 3 ce mo-
ment du cycle parasitaire ne protégent pas le receveur contre des larves
infestantes.

Enfin, une immunosuppression des cellules productrices d'anti-
corps, réalisable par irradiation aux rayons X et par splénectomie, '
n'entraine pas de diminution de la protection chez le singe Rhésus (BRUCE
et coll., 1966).

- Ces divers éléments semblaient peu encourageants pour déceler
ou identifier dans le sérum, 1l'existence d'anticorps protecteurs.

Entre 1966 et 1970, un pas décisif fut franchi lorsqu'il devint
possible de travailler avec de toutes jeunes larves de schistosomes, dés
leur transformation de cercaires en schistosomules par le passage trans-
cutané réalisé in vitro selon la technique de CLEGG et SMITHERS (19708%t ’

82 . 369
1972) adaptée de celle de STIREWALT et coll. (1966)"

1 - L'anticorns 1éthal

Dans ce systéme in vitro, CLEGG et SMITHERS (19708%t 1972f2
- montrent qu'au bout de 4 jours de culture en présence d'un sérum de singe
Rhésus hyperimmunisé par plusieurs infestations cercariennes, 95 & 100 %
des schistosomules sont détruits. De leur c6té, CAPRON et coll. (19729
1973%t 1974f8démontrent une activité léthale trés marquée de 74 % des
sérums de malades atteints de bilharziose. Ce méme facteur est retrouvé
chez le rat et le lapin infestés. Dang un systé@me voisin, MURRELL et CLAY
(l972f350bservent €également une action cytotoxique de sérums de rats, de
lapins et de singes infestés mar S. mansoni sur des schistosomules.
CLEGG et SMITHERS&%hez le singe Rhésus, CAPRON et collfgchez
1'horme, le rat et le lapin, ont identifié ce facteur léthal comme une

immunoglobuline G, dont l'action nécessite la présence de complément.
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Son action est spécifique d'espéce, puisque les sérums 4'animaux

infestés par S. japonicum ou S. haematobium, n'ont pas d'effet sur les
schistosamiles de S. mansoni (CAPRON et coll., 1973f7et que les sérums

des malades 3 S. haematobium (schistosomiase urinaire) sont sans effet

sur les formes immatures de S. mansoni (CAPRON et coll., 1974f?
Cet anticorps 1léthal est spécifique de stade : en effet, les

schistosomules récupérés au niveau du poumon chez un hamster, sept jours
aprés infestation, ou chez une souris, aprés quatre jours d'évolution, sont
insensibles & ce facteur, de méme que des schistosomules cultivés cing
jours et plus en présence de sérum de singe normal. Tous les auteurs sont
d'accord pour considérer que l'anticorps 1éthal n'est actif que sur la
forme immature du parasite, dans les quatre jours qui suivent la pénétra-
tion transcutanée. Cette insensibilité, acquise en quelques jours, pro-
viendrait de 1l'apparition chez les vers d'un certain nombre d'antigénes
identiques 3 ceux de 1'hdte vertébré (DAMIAN, 19649€-196799 CAPRON et
coll., 1965&1 l968f7 leur conférant une sorte d'adaptation qui les proté-
gerait contre les réactions immunes de 1'héte. Ce sont les schistosomes
eux-mémes qui synthétisent des protéines semblables 3 celles de 1'hdte :
des schistosomes prélevés chez le hamster et cultivés in vitro avec des
acides aminés marqués, synthétisent des protéines dont le marquage montre
qu'elles ont des déterminants communs avec des protéines sériques et
hépatiques du hamster (BOUT et coll., 1974)'7

I1 a été possible d'induire la synth@se de cet anticorps 1éthal
par immunisation du lapin et du rat avec de 1l'antigéne total de S. mansoni
(i1 s'agit essentiellement des fractions membranaires du parasite adulte) .
Les sérums obtenus sont trés actifs sur les schistosomules (CAPRON et
coll., 1974) De méme, SHER et coll. (1974) ont isolé de la fraction mem-
branaire du schistosome un antigéne cavable d'induire la formation de cet
anticorps cytotoxique chez le rat et d'adsorber cet anticorps dans les
sérums le contenant. En revanche, les animaux ainsi immunisés n'acquiérent
aucune protection contre une nouvelle infection.

Les dommages provoqués mar 1'anticorps léthal ont été visualisés
en microscopie électronicue. Il provoque une désorganisation totale du

tégument des schistosomules.
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Ie taux maximum d'activité l?tique chez le rat correspond assez
précisément a la période ol cet animal est immun & la réinfection, c'est-
d—dire entre le 30éme et le 90éme jour. Chez le lapin, dés ie 45&me jour
aprés 1'infestation, il est décelable i un taux qui dépend du nombre de
cercaires infestantes. Des expériences de transfert passif de sérum de
rats infestés 3 des rats sains ont donné une. protection maximum de 83 %
avec des sérums d'animaux infestés depuis 100 jours (Monique CAPRON, 1974)
et des résultats positifs de transfert d'imminité acquise par le sérum,
également chez le rat, sont rapportés par SMITHERS (cité dans PEREZ, 1974)
et tout récemment par PHILLIPS et coll. (1975) qui obtiennent une tras
forte protection chez des rats recevant en intraveineuse un maximum de

2 ml de sérum de rats infestés devuis 40 & 45 jours. Les immunoglobulines

porteuses de cet effet protecteur sont localisés dans la fraction IgG. Cependant,

Alan SHER (l974f5ﬁe constate aucune protection chez les animaux vaccinés
avec l'antigéne schistosomien inducteur de forts taux d'anticorps léthal :
Hilda PEREZ et coll. (1974)°Femarquent que si la résistance i la réinfec-
tion apparait & veu prés au méme moment que 1l'activité léthale du sérum,
des taux hautement toxiques d'anticorps persistént chez des animaux qui
ont perdu lewr immmunité & la ré&infection.

Alan SHER émet une série d'hypothése pour expliquer cette dis-

cordance entre les effets in vitro et in vivo de 1l'anticorps léthal :

1) 1'effet observé in vitro est un artefact : soit qu'in vivo les schis-
tosomules sont moins fragiles qu'in vitro, soit qu'ils sont trés rapi-
dement protégés de cette action par des antigénes d'hdte (pour 1l'équipe
de SMITHERS, les antigénes d'héte ne sont paé d'origine parasitaire mais
passivement adsorbés par le ver). -

2) la protection immune in vivo est médiée par un anticorps de méme spéci-
ficité antigénique que l'anticorps cytotoxique, mais appartenant a une
autre classe d'immunoglobuline (1'auteur évoque la possibilité d'anti-
corps cytophiles ou homocytotropes) . Cet anticorps agirait dans les
tissus a un niveau inaccessible & l'anticorps léthal détecté dans le

sérum.
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3) l'anticorps léthal doit coopérer avec un ou plusieurs constituants de
la réponse immunitaire. Ces &léments pourraient &tre humoraux ou cellu-
laires. SHER penche pour des composants humoraux, étant donné les récents

résultats positifs de transfert de sérum par SMITHERS (1974)°%°

://
En liaison avec ce probléme de l'anticorps léthal, CAPRON et
coll. (1974f80nt obtenu des anticorps toxiques in vitro pour le ver adulte

par hyperimmunisation de lamins avec de 1l'antigéne soluble de S. mansoni

adulte : 67 & 100 % des vers de 30 jours mis en culture avec de tels sérums
meurent entre 4 et 10 jours. Enrevanche, ces sérums ne témoignent d'aucune acti- -
vité léthale significative pour les larves immatures.

Comme pour l'anticorps léthal, cette activité est portée par la
fraction IgG des immunoglobulines fractionnées sur Sephadex G 200, et
nécessite la présence du complément. Mais contrairement & 1l'effet de des-
truction du tégument observé en microscopie électronique’' chez les schis-
tosomules par 1'anticorps léthal, la structure du tégument apparait ici
bien conservée chez le ver adulte 1&sé. En revanche, les lésions cytoplas-
miques sont trés importantes : le cytoplasme est vacuolisé,rempli de vési-
cules, de débris de fibres musculaires et de grandes inclusions denses
aux électrons.

Ce type d'anticorms n'est pas observé dans le sérum des animaux
infestés naturellement ou expérimentalement. L'hypothése formulée est que
ces molécules seraient suscitées par des antigénes du schistosome adulte
normalement inaccessibles d 1'héte dans 1'infection naturelle.

Les immunoglobulines G, identifiées dans la schistosomiase et
porteuses d'une activité cytotoxique in‘vitro.pour le parasite, jouent
peut-8tre un rdle dans 1'immunité vis-a-vis de la réinfection, mais ce
point demande des investigations supplémentaires. L'intervention des anti-
corps réaginiques dans les mécanismes de résistance d la ré&infection semble,

en revanche, mieux établie.

2 - Les anticorps réaginigues

Chez 1'homme, les trois espéces de schistosomes (S. mansoni,

S. japonicum et S. haematobium) sont responsables de phénoménes allergi-

ques : apréds une premiére infestation, la p@nétration cercarienne peut
provoquer de l'urticaire, de 1l'asthme, un oedéme sous-—cutané, une leuco-

-

cytose et de 1'@osinophilie. Un mois aprés l'infection, & une date corres-
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pondant au début de la oponte par les vers devenus adultes, on.constate
anorexie, céphalées et rerte de poids. Il s'agit dans les deux cas de
manifestations d'hypersensibilité immédiate dont le mécanisme est 3 sup—
port sérique, déclenché par le contact du parasite avec les formations
lymphoides des muqueuses intestinales ou respiratoires de 1'hdte (SADUN,
1972)°%

Les anticorps principalement responsablesvde ces phénoménes

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

avant leur identification en 1966 par ISHIZAKAY Ce sont des anticorps
thermosensibles (détruits par chauffage 3 heures & 56°C), réduits .
par le mercaptoéthanol, de mobilité &lectrophorétique plus rapide que
les IgG, et ne fixant pas le complément. Leur poids moléculaire est de
190 000 et leur constance de sédimentation 8,2 s.

Ces immunoglobulines ont la propriété de se fixer fortement aux
rembranes cellulaires d'un animal de la méme espdce (anticorps homocyto-
tropes) par leur fragment Fc, et peuvent persister longtemps liées aux
tissus : jusqu'ad 14 jours chez 1‘'homme. .

Leur localisation principale se situe sur les basophiles du
sang et sur les mastocytes, cellules du tissu conjonctif de la peau, du
mésentére et des bronches. Ces cellules sont riches en médiateurs solu-
bles pharmacologiquement actifs (STANWORTH, 1973f&i principalement 1l'hista-
mine, mais également sérotonine, kinines, héparine,"slow reactive subs-
tance", enzymes lysoscmiales et facteur chémotactique pour les &osinophiles
identifié par KAY et coll. (1971)%%° ‘

La rencontre d'un antigéne avec ses IgE spécifiques fixEes a la
surface des mastocytes, provoque une dégranulation des cellules par 1'in-
termédiaire d'une cascade de réactions enzymatiques. Le processus aboutit
d la libération dans le milieu extracellulaire des médiateurs chimiques de
1'anaphylaxie dont les effets sont spectaculaires sur l'organisme : vasodi-
latation, céphalées, troubles digestifs, asthme, érythéme, toutes les mani-

festations observées dans les réactions allergiques des bilharziens.
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Or, 1'une des caractéristiques de la réponse humorale dans la
plupart des infections parasitaires est la production de fortes cuantités
d'immunoglobulines de type E (OGILVIE, 19641967 7 OGILVIE et coll., 1966 :
HOGARTH-SCOIT et coll., 19697 CAPPUCCINELLI et coll., 1971% KOJTWA et
coll., 1972”7 WILKINS et BROWN, 1973”7 PATTERSON et coll., 1973 ¢ DESSAINT,
1974’7 DESSAINT et coll., 1975) SADUN (1972) & constaté que les animaux
naturellement résistants développent un taux élevé d'IgE, aldrs que les

animaux susceptibles ne semblent pas en synthétiser beaucoup.

Ie r8le des IgE ans 1l'immunité protectrice a récemment été revu
var CAPRON et DESSAINT (1975)
Parmi les divers parasites, le r8le protecteur des IgE a été

principalement analysé chez le rat infectépar le nématode Nippostrongylus

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

Trichinella spiralis.

Les plus récentes recherches sur cette immunité protectrice liée
aux IgE se sont surtout attachées a la phase du rejet des vers adultes
par 1'hdte infecté. L'expulsion spontanée d'Haemonchus contortus chez le
mouton (STEWART, 1955ff7de Trichostrongylus retortaeformis chez le lapin
(MICHEL, l952f5%t Nippostrongylus brasiliensis chez le rat, modéle qui
reste le plus étudié (OGILVIE et ILOVE, 1974f€7est accélérée par un choc

anaphylactique hétérologue, 1'expulsion semblant étre déclenchée pvar les
réactions d'hypersensibilité irmédiate au niveau de la muqueuse intesti-
nale. La multiplication des vers est en tout cas empdchée (URQUHARDT et
coll., 1965§?2La production d'IgE anti-ovalbumine permet de déclencher
une réaction anaphylactique vis-3-vis de cette protéine qui accélére le
rejet des vers chez des rats vassivement infestés par transfert de vers
et de sérum de rats irmmuns (BARTH et coll., 1966ff les IgE apparaissent
dans le sérum peu aprés le rejet des vers. BLOCH (l967f9remarque que les
substances vaso-actives, libérées par le mastocyte activé par la forma-
tion des immuncomplexes IgE-allerg@nes 3 sa surface, faciliteraient 1'éli-
mination de bactéries, par 1'augmentation locale de la perméabilité vas-—
culaire qu'elles induisent. L'héparine libérée est susceptible d'inhiber
l'action pathogéne des métabolites bactériens, de certains virus et de

venins.,
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Le rejet des vers s'accompagne d'une augmentation de la division

et du nombre des mastocytes intestinaux, d'une augmentation de la perméabi- .

lité de la muqueuse aux grosses molécules (MURRAY et coll., 1971a) et d'un
taux d'histamine et de sérotdnine plus élevé (MILLER et JARRETT, l97fw?
MURRAY et coll., 1971b). Les anti-histaminiques ou les inhibiteurs de la
sérotonine diminuent le rejet (MURRAY et coll., l97lch3Les phénoménes
d'anaphylaxie locale permettent donc, par des modifications de perméabili-
té des tissus, l'accumulation des anticorps anti-parasitaires (MURRAY,
1972) .

Ce fait implique que le r8le premier dans le rejet serait joué
par des immunoglobulines (IgG, selon JONES et coll., 1970) et par des

lymphocytes (OGILVIE et LOVE, 1974f?7l'expulsion par anaphylaxie locale

s'effectuant sur des vers déja lésés (JONES et OGILVIE, 1971)?6

I1 semble par ailleurs que les immuncomolexes IgE—allergénes
provoguent un afflux d'éosinophiles (ZOLOV et LEVINE, 1969§£gn marticu~
lier dans les intestins au moment du rejet des vers. Les éosinophiles
deviennent capables de nhagocyter ces immuncomplexes.et lib&rent des
substances antagonistes des amines vasoactives relarquées par les masto-
cytes. Les €osinophiles ont, de ce fait, un rdle régulateur des réactions
anaphylactiques locales (HUBSCHER, 1975f?

Tout en restant prudent dans la généralisation d'un mécanisme
noté pour un couple héte-parasite, il est tentant de penser que les
effets tissulaires des réactions anaphylactiques qui viennent d'étre
rapoortées pour la phase du rejet des vers, pourraient intervenir dans
1'immunité vis-a-vis des larves de réinfection oll apparait une coopdra-
tion entre diverses cellules et plusieurs classes d'immunoglobulines com~

me nous allons 1'exposer maintenant.

B) Coopération humorale et cellulaire

In vitro, diverses cellules se révélent actives vis-a-vis de
larves de schistosomes ; il est toutefois difficile de préciser le rdle
exact de chacune d'elles in vivo. De plus, il apparait que ces cellules
agissent en coop@ration ou en association avec diverses classes d'immuno-
globulines (Tableau 1).




( : : H )
( Mécanismes :classes d'Ig:Complément: HOtes : Références )
E : : : : )
: : : : )

( Serotoxicité : : : : )
( : : : Horme, : MTT 82 )
( Anticorps cytotoxique : IgG : C+ ¢+ Singe Rhésus, rat, : CLEGG et HERS, 1_97672 )
( : : . lapin, cobaye . CAPRON et coll., 1973 )
( . . . . M. CAPRON, 19747 )
( : : : : )
( Cytotoxicité cellulaire : : : : — )
( dépendant d'anticorps : : : : )
( : : : : )
E Anticorps + neutrophiles : IgG : C+ : Rat : DEAN et coll., 1974’ ;
( Anticorps + neutrovhiles : IgG2 : C+ : Cobaye : DEAN et coll., 1975 04 )
( _ I : : : 58)

: o : : : o : . .. BUTTERWORTH et coll., 1974

E Anticorps + &osinophiles : IgG, : C :Hon'me, babouin, sourls: MAEMOUD et coll., 197529 %
(Anticorps thermolabiles + macrophages : IgE : C~ : Rat : CAPRON et coll., 19757 )
( : . - ; 205015 )
: )

(Anticorps thermostables + macrophages : IgGl (?)
(

¥

PEREZ, 1975

Tableau 1 : MBcanismes effecteurs in vitro.
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7
1) Neutrophiles : DEAN et coll. (1974)O%nt observé que les neutrophiles
de rat détruisent les schistosomules in vitro par contact direct et proba-
blement action enzymatique. Des IgG sont impliquées dans 1'attachement des

cellules aux vers et le complément semble jouer un rdle dans ce processus.

2) DEAN et coll. (1975;01 Un second mécanisme dépendant d'IgG2 et de complé-
ment est présenté chez le cobaye!oﬁ des leucocytes neutrophiles prélevés
chez des animaux sains sont capables de tuer des schistosomules entre

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

gage d'enzymes lysosomiales.

3) Eosinovhiles : La mort des schistosomules sans intervention du complé-

ment par des éosinophiles associés & des IgGl a été obtenue par BUTTERWORTH
et coll. (1974ﬂEt 1975;? Des é€osinophiles normaux incubés dans du s&rum

de vatients immuns inactivé par chauffage, détruisent les schistosomules.
Ce méme mécanisme a été démontré avec des cellules et du sérum de babouin
et de souris. Un sérum anti-&osinophile fait disparaitre la cytotoxicité
du systéme in vitro, et abolit 1'immunité 3 la réinfection chez la souris
in vivo (MAHMOUD et coll. 1975f.

I1 est possible que le chemotactisme des immuncomplexes a Ige
pour les éosinophiles noté dans 1'anaphylaxie au niveau de la mugueuse
intestinale puisse &galement 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.

Eosinophiles et neutrophiles d'animaux sains apparaissent donc
comme des cellules effectrices de la réponse immune 3 condition d'agir en
association avec certaines immunoglobulines et fractions sériques d'animaux

immuns .

4) Macrophages : Les macrophages, enfin, ont été impliqués dans deux méca-

nismes de cytotoxicité.

a) Les cellules d'un exudat péritonéal de rat sain préincubées

-~

4 heures d 4°C avec un sérum de rat immun inactivé par chauffage, puis

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

magent en une vingtaine d'heures. Les immmoglobulines en cause sont

des anticorps cytophiles IgG; (PEREZ, 1975)°0° 6%
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I1 est intéressant de noter qu'une étude de TIZARD (1969?8%Enontre
dque les neutrophiles ne fixent pas les anticorps cytopvhiles de classe IgG
chez la souris, mais phagocytent activement les globules rouges de mouton
recouverts d'opsonines. Cette ihcapacité de fixer les anticorps cytophiles
est également partagée par les &osinophiles, les lymphocytes et les masto-—
cytes. En revanche, dans des tests identiques, les macrophages fixent ces
anticorps cytophiles IgG (labiles in vitro & 37°C) et phagocytent mieux les

globules opsonisés.

b) Le deuxiéme mécanisme effecteur décrit avec des macrophages
fait intervenir les IgE.

En 1969, SMITHERS et TERRXﬁgbaient observé quelques cas de trans-—
fert passif de résistance chez le rat par du sérum. Ils avancérent 1'hypo-
thése que le rdle protecteur constaté pourrait &tre attribué aux anticorps
réaginiques.

CAPRON et coll. (1975 a’et b{’ont récemment découvert in vitro
un mécanisme cytotoxique pour les schistosomules, ol interviennent les IgE.
En effet, lorsqu'ils sont incubés dans du sérum de rat Fisher immun vis-a-
vis de S. mansoni, les macrophages péritonéaux de rats normaux syngénidques
acquiérent la capacité d'adhérer trés fortement aux schistosomules de cette
espéce, les enrobant camplétement en 3 3 4 heures. La mortalité des schisto-

59

somules ainsi agressés est de 70 ¢ aprés 20 heures de contact (CAPRON , 1974).

Le sérum des rats infestés contient un facteur cytophile qui se fixe sur les

macrophages normaux, les rendant capables de réagir spécifiquement avec
1'antigéne représenté par le schistosomulé. L'enrocbement ne semble pas supé-
rieur si 1'on remplace les macrophages d'animaux sains par des macrophages
provenant d'animaux immmns.

Le facteur cytophile impliqué dans ce phénoméne est 1'IgE.
En effet :

= 1) il est thermolabile, son activité disparaissant par chauffage & 56°C

pendant 3 heures ;
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-~

= 2) il est cryorésistant, puisque les sérums congelés a8 - 20°C conservent
la plus grande partie de leur activité ;

= 3) il est détruit par le mercaptoéthanol ;

- 4) il ne dépend pas du complément ;

- 5) mais surtout, une immunoadsorption des sérums par des anticorps spéci-
fiques de la chaine lourde epsilon des immunoglobulines entraine la

disparition de 1l'activité cytotrope.

De plus, les macrophages incub&s dans un sérum 3 activité cyto-—
phile forment des rosettes avec des hématies porteuses d'anti-IgE, et l'uti-
lisation d'anti-IgE marquées d la fluorescéine a montré que les macrophages
ainsi incubés, et eux seuls, sont fluorescents.

les anticorps cytotropes impliqués dans ce mécanisme sont donc
des IgE. Ces immunoglobulines E sont spécifiques, non seulement du para-
site, mais de son espéce : en effet, les sérums d'animaux infestés avec

S. haematobiumne rerndent pas les macrophages normaux cytotoxiques vis-d-vis

des schistosomales de S. mansoni.

L'absorption des sérums de rats immms 3 Schistosoma mansoni

par des quantités croissantes d'un sérum de lapin anti-S. mansoni entraine
une diminution progressive de 1'adhérence des macrophages. De méme, le pas-
sage de ces sérums de rat sur un immnoadsorbant solide réalisé avec les
IgG anti-S. mansoni montre une décroissance hautement significative de
1'enrcbement des schistosomules par les macrophages (CAPRON et coll., 1975)7
I1 semble donc que ce sont les immuncomplexes & IGE prédsents
dans le sérum des rats immuns qui sont irrpliqués. dans l'adhérence des ma-~
crophages aux schistosomules. Les mémes autéurs ont montré, par un marquage
a 1'iode 125 d'anticorps spécifiques des IgE de rat, qu'au moins deux anti-
génes circulants ont été identifiés dans les sérums de rats infestés ; ces
deux antigénes sont probablement impliqués dans la production dA'IgE et d'im-—

muncomplexes a IgE.
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Enfin, des augmentations significatives du taux en IgE ont
été obtenues par immunisation de rats sains avec du sérum de rats in-
fectés depuis 7'semaines, probablement par 1'administration a ces ani-
maux des immuncomplexes a IgE présents dans les sérums (CAPRON et coll.,
1975) |

Immunoglobulines E et anticorps cytotoxiques apparaissent au
méme mament dans le cycle parasitaire, c'est-a-dire vers le 30éme
jour de 1'infestation, immédiatement aprds le rejet des vers. Leur courbe
suit une évolution paralléle entre le 45&me et le 90&me jour, l'activité
cytophile persistant plus iongtemps que l'activité léthale.

L'établissement de 1'immunité & la réinfection chez le rat
Fisher s'effectue entre la 5&me et la 6&me semaine et atteint un maximum
aux environs de la 9&me semaine & un moment ol les macrophages neuvent
étre sensibilisés par les anticrvs réaginiques et ol 1'anticorps léthal
est a son taux d'activité optimal. ‘

L'attaque médiée par anticorps peut-donc étre considérée comme
la premiére étape dans la rénonse immune de la schistosomiase.

Si 1l'efficacité des mécanismes in vitro qui viennent d4'étre
décrits n'est pas encore prouvée in vivo, il apparait néanmoins que
1l'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 demander s'il n'existe pas une intervention
directe des cellules immunocompétentes dans 1'immunité i la réinfection.

Que connaissons-nous de la réponse immunitaire 3 médiation cellulaire ?

C ~ Immunité i médiation cellulaire’

La réinfestation s'accompagne de manifestations cliniques que
l'on attribue & des mécanismes cellulaires du systdme imunitaire, dis-
tincts des réactions notées pour 1'hypersensibilité immédiate (anticorps
réaginiques) ou de type Arthus (anticorps précipitants).

Au niveau de la peau, on assiste 3 une infiltration inflammatoire,
a une dermatite persistante, & un afflux de leucocytes polymorphonucléaires
dans l'épidermé, a une hyperkératose et 3 une réaction eczémateuse. Ces
réactions sont plus importantes chez les animaux résistants-que chez les

animaux normaux.
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Les ganglions lymphatiques axillaires et inguinaux subissent
une hynerplasie réticulaire. ‘ |

Au niveau des poumons chez les animaux immuns, la réaction f
inflammatoire est trés importante autour des schistosomules : gonflement
endothélial, amas intravasculaires de leucocytes, oedéme péricapillaire. J
Une grande partie des schistosomules ayant survécu 3 la migration depuis |
le point de pénétration dans l'organisme est détruité au niveau des (
poumons . \

Autour des oceufs se développe une intense réaction cellulaire :
le granulome périovulaire. Cette répbnse est déclenchée par les anti- ;
génes d'oeufs (WARREN et coll., 1967). L'hypersensibilité est transfé- |
rable 3 un receveur sain par les cellules spléniques de 1'hdte sensible,
non par son Sérum. f

I1 est possible d'inhiber la formation de ces granulomes par
immunosuppression chimique, par thymectomie et par 1'injection de sérum
anti-lymphocytaire hétérologue (DOMINGO et coll., 1967 % DOMINGO et
WARREN, 1967 - 1968)7

Le granulome qui se forme autour des oeufs est le facteur aggra-
vant principal de la bilharziose humaine. Ces foyers inflarmatoires désor-
ganisent le foie et la rate, entrainant 1'hépato et la splénomégalie
typiques de la forme hévatosplénique de la schistosomiase 3 S. mansoni.

La sensibilisation de la population lymphocytaire de 1'héte
parasité est donc resvonsable de 1'aggravation de la maladie. Cependant,
de méme que l'on a vu les réactions allergiques, avec leur cortége de
manifestations cliniques néfastes, étre compensées par le rble favorable
des réagines a 1'encontre des larves de réinfestation, n'est-il nas
possible de découvrir un aspect positif & ces réactions de 1'immunité
cellulaire ?

ILes lymphocytes de rats Fisher infestés depuis 20 jours, cultivés
en présence d'antigéne total de S. mansoni, libérent un facteur cytotoxique,
une lymphotoxine, qui passe en solution dans le milieu de culture. En effet,
le surnageant acellulaire de telles cultures détruit les schistosomules
en quatre jours, en absence de complément (CAPRON-DUPONT, 1974{1 L'action
de cette iymphotoxine sur les schistosomules semble différente de celle
Observée avec lianticorps 1léthal : les images de microscopie électronique
.montrent un tégument intact mais un cytoplasme. fortement vacuolisé et

ballonisé.
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Comme dans le cas du transfert passif du sérum, les essais de
transfert de cellules immunes réalisés jusqu'd ces derniers mois, s'é@taient
soldés par des échecs : chez la souris (HUNTER et coll., 1967{85u chez
le rat (MADDISON et coll., 1970bf4éucune protection n'était transmise"par
ce moyen aux receveurs de cellules. Un succés vient d'étre obtenu par .
PHILLIPS et coll. (l975fogvec les lymphocytes thymo~dépendants spléniques
et d'exudats péritonéaux de rats immunisés depuis 20 & 30 jours.

Notons toutefois que 1l'élimination des cellules immunocompétentes,
chez un singe Rhésus immun,var du sérum anti—lymphocytaire,‘n'entraine

aucune diminution de la protection acquise (MADDISON et coll., 1971ff8

- Hypersensibilité retardée et immunité cellulaire

L'hypersensibilité retardée (HSR) est généralement considérée camme

un témoin de l'existence d'une immmité cellulaire.

- Chez_le rat :

Chez le rat, l'infestation entrafne 1'apparition de phénoménes
d'hypersensibilité retardée, objectivés par les tests in vitro tels qu'inhi-
bition d'étalement des macrovhages, transformation lymphoblastique, décela-
bles précocement dés le 10&me jour. Leur maximum se situe aux environs de
la 3éme semaine, précédant de peu le rejctde la majeure partie de la poou-
lation parasitaire qui se produit entre le 21&me et le 36&me jour (CAPRON-
DUPONT, 1974ff Ces observations concordent avec celles de PHILLIPS et coll.
(l975foaui ont obtenu une certaine résistance d'animaux sains par transfert
de cellules provenant d'animaux infectés depuis 3 3 4 semaines. Tous ces
auteurs notent toutefois que vers la 5éme semaine, ces mani festations d'une
immunité cellulaire semblent disparaitre (tests cellulaires in vitro néga-
tifs et transferts cellulaires infructueux).

Une telle situation a été observée dans diverses infections humai=~
nes ol se produit une disparition brutale des té&moins de 1'immunité cellu-
laire précédemment positif. Cet événement, souvent nommé “désensibilisation"

serait provoqué par un relargage antigénique excessif.
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Ies tuberculeux et certains lépreux, deux cas ol 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 (MYRVANG et coll.,

1973Y7°

On en trouve un autre exemple dans la leishmaniose, & la fois
chez 1'homme et chez le cobaye infecté expérimentalement par Leishmania
enriettii. La phase évolutive de la maladie semble correspondre avec une
disparition temporaire a la fois des tests cutanés positifs et des lympho-
cytes sensibilisés circulants (BRYCESON et coll., 1974f{

COLLINS et MACKANESS (1970)”avaient montré qu'une forte dose
intraveineuse de BCG chez la souris n'induit pas de réactivité cutanée
a la tuberculine, mais conduit 3 1l'apparition dans la rate d'une popula-
tion cellulaire capable de conférer cette réactivité 3 la tuberculine chez
un receveur sain.

Récemment, ROCK (1975f2§ montré que des souris infectée par

Mycobacterium ulcerans développent une immunité cellulaire temporaire

qui disparait au fur et a mesure ol la charge bactérienne augmente,
Jusqu'a la mort des animaux. Les cellules ganglionnaires des animaux pro-
ches de 1'évolution fatale se transforment spontanément in vitro, la
tuberculine inhibant cette transformation spontanée. Enfin, les animaux
ne présentent pas d'hypersensibilité cutanée.

Ces divers exemples ont un point commun : la surcharge du sys-
téme immunitaire en antigénes. Or chez le rat, le phénoméne ae 1'élimina-
tion spontanée des vers libere dans l'organisme de 1'animal, brutalement,
une énorme quantité d'antigénes schistosomiens.

Toutefois, on ne peut éliminer la possibilité d'une intervention
de cellules suppressives, car cette négativation des té&moins de 1'immunité
cellulaire a été observée dans d'autres affections, dans le cas o il ne
semble pas y avoir d'innondation antigénicue (CERSHON et coll., 197477

GREENWOOD, 1974)%°

Quel est le rdle de l'immmité cellulaire chez le rat ? Dans
quelle mesure est-elle resvonsable du rejet des vers observé dans le phé-
noméne de "self-cure" ? On peut se le demander, puisque les traitements im—
munosuppresseurs (irradiation aux rayons X, drainage du canal thoracique,
utilisation du sérum antilymphocytaire, traitement 3 1'Imuran ou'au Cyto-
xan) qui abolissent 1'immunité cellulaire, sont sans effet sur 1'@limina-

tion des vers observée chez cet animal.
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De plus, si le rejet des vers et l'atténuation des réactions
caractéristiques de 1'immunité cellulaire semblent correspondre au
déclenchement d'une phase humorale, support de la résistance d la ré&in-
fection qui apparailt simultanément, 1'immunité cellulaire n'est probable-
ment pas abolie et pourrait participer a nouveau aux défenses spécifiques
de l'organisme contre les larves de réinfection dés que l'avalanche anti-
génique provoquée par le rejet des vers serait absorbée et réduite au ni-
veau des cellules phagocytaires, comme cela se produit pour les animaux
recevant une trop forte dose de BCG.

Dans ce cas, les mécanismes cellulaires, décrits plus haut,
pourraient a nouveau intervenir et participer activement a 1'immunité

contre la réinfection.

. e e = me .

Chez 1'homme, on observe un parallélisme étroit entre 1'hypersen-—
sibilité retardée et le nombre de vers hébergés par 1'hdte. 60 % des
bilharziens présentent des manifestations d'HSR : réactions intrademmiques

393
et tests cellulaires in vitro positifs (VERNES et coll., 1973 ; WARREN et

coll., 1973 &%t B camus, 1974). L'intensité de cette HSR semble la con-
séquence directe de 1'intensité de l'infestation, donc du stimulus antigé-
nique.

Toutefois, il est nossible de supprimer 1'HSR sans suppriner
la résistance & une infection, ou inversement d'induire une HSR sans déve-
lopper de protection. |

Chez le cchaye, la désensibilisation & la tuberculine est réali-
sée sans perte de la protection antituberculeﬁse. Enfin, il est possibkle
de transférer passivement de l'hypersensibilité retardée d des receveurs
sains par des cellules lymphoides, sans conférer 4'immunité.

Ces diverses manifestations de désensibilisation, phé&noméne qui
semble 1ié 3 celuil évoqué plus haut dans la “"disparition" de 1'immunité
cellulaire chez le rat au moment de la "self cure", correspondent & une
déflation des cellules immunocompétentes circulantes, faisant suite & leur
séquestration, induite par l'antigéne, au niveau des crganes lymphoides

157 427 53
(HALL et MORRIS, 1965 ; ZATZ et LANCE, 1971°; BULLOCK, 1974).
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La négativation des tests de 1'immunité cellulaire, in vivo comme
in vitro, ne refléte finalement qu'une profonde modification de la distri-
bution des lymphocytes dansrl'organisme selon la situation immunologique,
et ne signifie probablement/pas 1'abolition de 1'immunité cellulaire en
tant que telle. /

I1 semble enfin, que l'intensité& des réactions d'HSR soit inver-
sement proportionnelle au deqgré d'adaptation héte-parasite. les réactions
visant & éliminer les vers pourraient &tre atténudes chez les hdtes suscep-
tibles par des anticorps bloquants ou une déviation immunitaire entrainant
1'induction d'une tolérance. La combinaison de ces différents éléments
permettrait & 1'hdte de présenter un état de résistance plus ou moins grand
a 1'infection, une faculté plus ou moins importante de rejeter les schisto-
somes adultes qu'il héberge, et par voie de conséquence une immunité humo-
rale dont 1l'efficacité serait en rapport avec la stimulation antigénique
ainsiinduite. L'immunité & la réinfection serait alors proportionnelle
a l'ampleur de cette phase & caractére humoral.

I1 est, bien sir, délicat d'extrapoler d'un systéme i 1'autre,
les connaissances acquises dans un couvle hdte-parasite. La susceptibilité
ou la résistance variable des hétes vis-3-vis des divers parasites peut
entrainer des séquences différentes dans les processus immunologiques mis
en oeuvre. Cependant, le schéma observé chez le rat, d'une phase cellulaire
pour le rejet des vers, suivie d'une phase humorale porteuse de 1'inmunité a
la réinfection, constitue un modéle extrémement intéressant dont il convient
de rechercher une éventuelle corrélation avec ce qui se passe chez 1'@tre
humain. |

I1 ressort néanmoins de cet ensemble d'éléments que 1'inmunité
cellulaire, en tant que telle, ne joue pas le rdle principal dans 1'expres-—
sion de l'immunité & la réinfection, mais qu'elle participe plutdt 3 son

établissement.
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CONCLUSION

L'observation majeure réalisée dans 1'étude des mécanismes de
1'immunité & la réinfection par les schistosomes est que cette défense
s'exerce contre la forme larvaire immature du parasite, dans les quatre
jours qui suivent sa pénétration dans 1l'organisme. Au deld de cette période,
le schistosomule acquiert des antigénes d'hSte qui le mettent relativement
a l'abri des défenses immunitaires de l'organisme et permettent la longue
survie des vers adultes chez les hdtes susceptibles.

Le second point qui mérite de retenir 1'attention est que la
cytotoxicité pour les schistosomules, au moins in vitro, résulte de la
coopération d'anticorps IgG ou IgE, et parfois du complément, avec diverses
cellules, et que ces mécanismes fonctionnent parfaitement avec des cellules
normales provenant d'animaux sains.

L'ensemble des défenses actuellement connues, et dont il reste

a prouver l'efficacité in vivo, sont représentées par les mécanismes suivants :

a) un anticorps cytotoxique (ou léthal) de la classe des IgG, dépendant du
complément, est directement actif sur la larve en 48 3 72 heures ;

b) des leucocytes polvmorphonucléaires et des neutrophiles, associés i des
IgG et du complément, ovrésentent une cytotoxicité marquée a 1'égards des
schistosomules en 20 a 44 heures ;

c) des éosinophiles, en collaboration avec des IgGl présentes dans le sé&rum
des animaux parasités, sans intervention du complément, sont actifs en
une quinzaine d'heures ;

d) des macrophages "arm@s" soit 3 4°C par des anticorps cytophiles IgGl,
soit & 37°C par des anticorps réaginiques IgE, indépendamment du complé-
ment, vrésentent une importante cytotoxicité contre les larves entre
15 et 24 heures ;

e) enfin, une lymphotoxine produite par les lymphocytes sensibilisés d'un
animal immun lorsqu'ils entrent en contact avec des antigénes schisto-

somiens est capable de détruire les schistosomules en quatre jours.

On voit que la plupart des mécanismes font intervenir les immuno-~
globulines. Il est tentant d'essayer de stimuler la production de ces anti-
corps afin d'accroitre 1l'efficacité des défenses des sujets soumis 3 une
infection.

Voyons comment les immunoglobulines sont synthétisées et comment

€lever leur taux.
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Les immmnostimulants ou adjuvants de l'immunité (du latin
"adjuvare : aider") sont des produits qui, employé€s en association avec
des vaccins antigéniques spécifiques, élévent le niveau de 1'immunité
au dessus de celui auquel le vaccin injecté seul est capable de parvenir
(RAMON, 1926f? Cette définition trés générale est moins exclusive que
celle donnée par MUNOZ (1964f7%ui définit un adjuvant comme une substance
qui augmente la réponse en anticorps vis-a-vis d'un antigéne lorqu'elle
est injectée simultanément ou dans un laps de temps vnroche de 1l'injection
de l'antigéne. Cette définition couvre toute substance qui augmente les
réactions d‘'hypersensibilité directement liées aux anticorps ou supposées
liées a la réponse anticorps.

WHITE (1967fwac¢orde 1l'aprellation d'adjuvant aux substances

qui, injectées avec un antigéne :

1) transforment une substance apparemment non-antigénique en un antigéne
efficace ; ‘
2) augmentent le taux d'anticorps circulants ;
3) entrainent un état d'hvrersensibilité retardée ou 1'augmente ;
4) produisent certains états pathogénes tels que thyroidite, aspermatogéndse,
encéphalomyé&lite allergique, polyarthrite. .
JOLLES et PARAF (1973fmdéfinissent commre adjuvant ou substance
immmostimulante, tout produit qui agit :

1) sur un hapténe ou un antigéne en augmentant ses propriétés ou
2) sur les cellules impliquées dans la réponse immunitaire (ceci comprenant
la synthése d'anticorps, 1'anaphylaxie, 1'hypersensibilité retardée,

les maladies allergiques et les réactions de greffe).

Jusqu'a ces derniéres années, la plupart des adjuvants ont été
constitués par des corps bactériens entiers, morts ou vivants, dont les
effets complexes s'exercent simultanément et indistinctement sur 1'immunité
humorale et sur 1'immunité cellulaire. Or, il apparait que, dans certains
cas, il est préférable de stimuler 1l'une plutdt que 1'autre réponse. Ainsi,
pour obtenir 1'immunité anti-tumorale la plus efficace avec un rejet de
tumeur maximum, il serait nécessaire d'obtenir une forte potentialisation
de 1'immunité cellulaire et une suppression de la réponse humorale. Inver-
sement, dans la chirurgie des greffes, il serait souhaitable de favoriser

plutdt la synthése d'anticorps facilitants ou bloquants et de supprimer
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la réponse cellulaire. Dans une réponse humorale, il peut &tre intéressant
de favoriser la synthése d'une classe d'immunoglobulines plutbt que les
autres : ainsi, dans 1l'immunité vis—3-vis de laschistosomiase, cherchons-nous
a privilégier la production d'anticorps réaginiques (IgE) ou d'anticorps
cytotoxiques (IgG).

Depuis une dizaine d'amnées, l'on s'est penché sur le mode d'action
des adjuvants, d'une part vis-3-vis des antigines (DRESSER, 1961 SELA
et colil., 19629? d'autre part vis-a-vis des cellules immunocompétentes
(NOWELL, 1960 ; UNANUE et coll., 1969)% Paralldlement, 1'on cherche i

déterminer la nature chimigue des substances capables de susciter plutdt

une réponse humorale ou de solliciter plutdt 1'immunité cellulaire (WHITE
1

et coll., 1958"; KIND et ROFFLER, 1961)" r

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

d'abord le mécanisme normal de la réponse immune.

I - MECANISMES DE LA REPONSE HUMORALE

Si la synthése d'anticorps est assurée var un seul type de cellule,
le processus qui aboutit au déclenchement de la production d'anticorps

nécessite l'intervention et la coomération de plusieurs cellules. r

A) Les cellules productrices d'anticorps

Selon la théorie clonale (BURNET, l959fdsur l'origine des cellules
productrices d'anticorps, l'antigéne déclenche, parmi les cellules sensibles
aux antigenes, la prolifération du clone cellulaire qui se trouve le plus
adapté & ses déterminants antigéniques (théorie de la mutation somatique) .

La cellule sensible 3 l'antigéne, dont le précurseur est originaire
de la moelle osseuse, est un petit lYmphocyte, le lymphocyte B (GOWANS, 1965f?
Spontanément tous les lymphocytes B synthétisent une petite quantité d'immu-
noglobulines (UHR et VITETTA, 1972)°°""°

L'antigéne se fixe sur les lymphocytes B au niveau de récepteurs
spécifiques répartis 3 la surface des cellules. Ces récepteurs sont des

immunoglobulines dont la spécificité anticorps correspond & l'un des
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déterminants antlgenlques de 1° antigene (MTTCHISON, 1967)’ “'1La fixation de
1lt'antigéne 3 la surface des cellules B provoque la forrnatlon d'un réseau
d'immunoglobulines, aggrégées par l'antigéne, une sorte de microprécipi-
tation antigéne-anticorps permise par la "flottaison" des molécules
glycoprotéiniques d'immunoglobulines dans la double couche lipidique.

Une stimulation cdnvenable des lymphocytes entrafne une augmen—
tation de la taille des céllules dont le diamétz;e atteint 15 jm = ces cellu-
les subissent la transformation blastique. ‘

Pour certains auteurs, la seule liaison de l'antigéne sur le
lymphocyté B constitue le signal suffisant pour le déclenchement de la
transformation lymphoblastique. Ainsi MITCHISON (1968)26fet,sistime que l'aggré-
gation des récepteurs par l'antigéne, de son propre fait s'il est thymoindé-
pendant, ou avec l'aide des lymphocytes T ou des macrophages s'il est thymo-
dependant, OOnduJ.t la stimulation de la synth@se des anticorps. COUTINHO
et MOLLER (1974) adoptent la méme position en précisant toutefois que- 1es
récepteurs de ce signal unique sont distincts, quoiqu'adjacents, des récep-
teurs immunoglobuliniques aggrégés par les déterminants antigéniq_ues de la
molécule - inductrice. .

Pour d'autres auteurs, la transformation blastique nécessite
deux signaux. Le premier, fourni par la fixation de l'antigéne,v‘est tolé-
rogéne (DRESSER, 1970)) c'est-a-dire qu'il aboutit & la paralysie de la
cellule et 3 1'absence de synthése des anticorps correspondants, d moins
qu'un second signal, activateur (l'antig@ne lui-méme s'il est thymoindépen-
dant, ou une cellule coopératrice si 1l'antigéne est thymodépendant), n'en-
traine le lymphocyte B dans sa transformatlon et dans la synthése d‘antl—
corps (BRETSCHER, 1975‘, FCOHN 1975) Ce second signal peut également &tre
fournl par un adjuvant. Dans cette théorie, la rupture de tolérance par les
‘adjuvants s'eicplique trés bien.

Les antigénes capables de provoquerl seuls la prolifération et
la maturation des lymphocytes B sont appelés thymo-indépendants, puisqu'ils
se passent de 1'assistance des lymphocytes T. Ces antigénes sont en général
des polyméres de grande taille, possédant plusieurs copies du méme déter-
minant antigénique sur leur molécule (le lévane, les polysaccharides du
pneumocoque, le p’olyvinyl—pyfrolidone (PVP), certains virus, la flagelline
polymérisée. La répétition des déterminants sur la méme molécule facilite
- probablement la formation d'un réseau stable sur les récepteurs membranaires
des lymphocytes B, et permet la stimulation des structures correspondant au
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signal initiateur de la transformation lymphoblastique. Dans ce cas, cepen-
dant, les antigénes synthétisés sont exclusivement de la classe IgM. Le
PVP, toutefois, peut entrainer une synthése d'IgG (GREAVES et coll., 1974)‘?5
Aucune référence ne signale la production d'IgE par des antigénes thymo-

indépendants.
Les cellules convenablement stimulées se transforment en plas-

mocytes excréteurs d'anticorps, par des mitoses accélérées qui les font
passer par les stades de grands lymphocytes et de plasmocytes immatures.
C'est probablement une modification conformationnelle des protéines des
récepteurs de surface qui entrafnel'activation ou 1'inhibition de certaines
enzymes (adényl ou guanyl-cyclase, phosvhodiestérase), ayant pour consé-
quence une modification du rapport intra-cellulaire des nucléotides cycli-
ques (principalement AMPc et GMPc) aboutissant finalement au déclenchement
des mitoses (WATSON, 1975)4? !

On verra que d'autres molécules que 1'antig@ne peuvent entratner
la transformation blastique : des anticorps anti-immunoglobulines de sur-
face (TAYIOR et coll., 1971)3‘12 divers mitogénes végétaux présentant des
affinités pour certains résidus glucidiques,. des endotoxines bactériennes,
des substances sécrétées par les lymphocytes thymodéperdants... Il semble
que toutes ces substances provoquent la méme activation des lymphocytes B
que celle obtenue avec la liaison de 1l'antigéne.

Le plasmocyte mir survit quelques jours, au maximm quelques
semaines, sans division. Certains grands lymphocytes n'évoluent mas en
plasmocytes mais font retour par division & la forme petits lymphocytes,
probablement & l'origine des cellules-m&moires de 1'immunité hmmralé.

Ces petits lymphocytes circulants peuvent rester des années sans se diviser
(GOWANS et UHR, 1966"; MILLER et coll., .1971)""

Un lymphocyte ne sécréte qu'une seule spécificité anticorps a
la fois. La classe sécrétée change pendant la réponse immune : IgM pendant
les 48 premiéres heures d'une stimulation antigénique, IgG ultérieurement.
NOSSAL et coll. (1971)2910nt mis en évidence des cellules ayant des IgM en
surface et des IgG & 1'intérieur. Il se produit donc, dans certaines condi-
tions, une commutation dans la synthdse de 1'ARN messager,le "switch"
IgM-IgG, qui déclenche un changement dans la transcription de 1'ADN des
génes IgM en faveur des génes IgG, sous 1'influence des lymphocytes thymo-
' dépendants. Les deux types d'immunoglobulines se combinent au méme détermi-

‘nant antigénique.
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On a observé de méme, des cellules contenant' simultanément des
IgG et des IgA (COOPER, 1971)”. En revanche, les IgE seraient produites
par une classe particulilre de lymphocytes B (KISHIMOTO et ISHIZAKA, 1972).

Il y a une localisation préférentielle des cellules précurseurs
d travers l'organisme. Ainsi, les lymphocytes B qui donneront en majorité
des IgA, sont principalement localisés dans le tissu sous-8pithélial des
glandes exocrines et répondent aux antigénes qui entrent localement (inges-
tion, inhalation) (CRABBE et coll., 1965). On trouve les IgA dans le lait,
le mucus respiratoire et intestinal, la salive, les larmes. Elles prota-
gent les surfaces des muqueuses des invasions microbiennes.

Les lymphocytes B synthétisant les IgE sont abondants dans les
muqueuses des tractus respiratoires et gastro-intestinal, ainsi que dans
les ganglions qui les drainent (TADA et ISHIZAKA, 1970)" On trouve un
taux important d'IgE dans les sécrétions exocrines de la sphére digestive
et de la svhére respiratoire.

I1 existe probablement certains antig@nes capables de stimuler
un ou plusieurs clones cellulaires spécifiques de la synthése des IgE
(BROSTOFF et coll., 1969)". Ce point est capital dans le cas des infections
parasitaires : quels sont les allergénes porteurs de cette propridté ?

Ie plus souveht', cependant, le lymphocyte B seul avec son antigéne
inducteur est insuffisant pour déclencher la synthdse d'anticorps : il a
besoin d'une coopération cellulaire. ' »

B) La coopération cellulaire

1) les lymphocytes

Des souris privées de tout lymphocyte par thymectomie et irradia-
tion, ne produisent un taux optimum d'anticorps contre des globules rouges
de mouton que reconstituées avec les deux types de lymphocytes (B et T).
Cette coopération devint évidente avec 1'effet "carrier" (MITCHISON, 1971)285:
lorsqu'un animal est vaccingé, dans un premier temps, avec un. haptdne couplé
d une protéine, la réinjection de la méme molécule, quelques semaines plus
tard, entraine une synth@se rapide et abondante d'anticorps contre 1'hapténe
et ,cdntre la protéine. Mais si cette deuxiéme injection est réalisée en
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couplant 1'hapténe avec une autre protéine, la forte augmentation de la
réponse secondaire n'a paslieu. Le mécanisme cellulaire nécessite la recon—
naissance non seulement de 1'hapténe, mais de son "porteur" ("carrier"). La
cellule responsable de la reconnaissance de la protéine porteuse est le
lymphocyte T (thymo-dépendant) . Ces cellules T remplissent une fonction
d'assistance ("helper"), sur laquelle MITCHISON (19712;“_a5 émis 1'hypothése
de la focalisation : la fixation simultanée d'un antigéne sur un lympho-
cyte B et sur un lymphocyte T, créé des liaisons supplémentaires qui sta-
bilisent la mplécule immunogéne sur les récepteurs membranaires immuno-—
globuliniques des lymphocytes B. Cette stabilisation est utile & 1'anti-
géne selon la théorie du signal unique, ou utile 3 la cellule coopérante
pour fournir le secord stimulus dans la théorie des deux..signaux.

Des antigénes tels que la sérumalbumine bu d'autres protéines
a une seule chaine possédent un déterminant-carrier et un déterminant
hapténique ou analogue. Ce qui concorde avec 1'observation que généralement
les antigénes thymo-dépendant (c'est-i-dire nécessitant 1'assistance des
cellules T) ont plus d'un déterminant antigénique (RAJEWSKY et coll., 1969).°°

Les lymphocytes T sont nécessaires d la production des IgE par
les lymphocytes B correspondants (KISHIMOTO et ISHIZAKA, 1973)2'3: en effet,
la thymectomie néo-natale déprime la réponse immunitaire 3 IgE par absence
de cellules helper : cependant, la thymectomie chez l'adulte donne une
augmentation de la réponse réaginique (peut-8tre par élimination de cellu-
les suporessives) (OKUMURA et TADA, 1971)2!18 Les souris athymiques présentent
un @éficit en IgE (MICHAEL et BERNSTEIN, -1973). Une déplétion en cellules T,
par thymectomie et irradiation, déprime la réponse a IgE chez le rat infesté
par Nippostrongylus brasiliensis, comme elle déprime les réponses immunes
dans d'autres infections parasitaires (OGILVIE et JONES, 196729§ WALLS et
coll., 1973)3?8 Ie rejet des vers est également déprimé et la production

d'oeufs prolongée par rapport aux témoins non traités.

| Les cellules T agiSsent soit par contact direct avec les lympho-
cytes B, soit par relargage de facteurs diffusibles agissant 3 courte distance
au voisinage des lymphocytes B. De nombreux médiateurs ont &té identifiés :
certains, libérés spécifiquement par 1l'antigéne, coopdrent de fagon non Spé-
cifique avec tous les lymphocytes B (1'ESF : enhancing soluble factor) non
dialysable (RUBIN et COONS, 1972)'F un facteur dialysable 1ibéré par les
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Iymphocytes T syngéniques sensibilisés (ADAMS, 1975)5, le TRF : T remplacing
factor, de P.M. 45.000, produit par une stimulation allogénique (SCHIMPL et
WECKER, 1975) 1'AEF : allogeniceffect factor (ARVERDING et KATZ, 1974)'
tandis que d'autres m&diateurs coopérent spécifiquement avecles lymphocytes
B correspondant a 1'antigéne inducteur (immunoglobuline X ou T liée & 1l'anti-
géne (FELDMANN et BASTEN, 1972)‘3,“ le TCF : T cooperating factor, de P.M.
50.000, possédant des déterminants du géne Ir (TAUSSIG et MUNRO, 1974)3“

Des facteurs solubles sont sécrétés par les lymphocytes pour
exercer localement, sur les lvmphocytes B & IgE, leur action "helper"
(KISHIMOTO et ISHIZAKA, 1973 et 1975"% TADA et coll., 1973) ou une action
suppressive (KISHIMOTO et ISHIZAKA, 1974)1'%"°

Ies lymphocytes B & IgE ne présentent pas la méme sensibilité aux
diverses influences des lymphocytes T que les lymphocytes B & IgG. Ainsi,
les cellules B 3 IgE sont insensibles au puissant stimulus non spécifique
déclenché chez les cellules T par un effet allogénique temporaire, comme
une réaction du greffon contre 1'hSte, par lequel les lymphocytes B & IgG
sont fortement stimulds (KATZ et coll., 1974)%'

De faibles doses d'antigéne facilitent la réponse 3 IgE (REVOLTELLA
et OVARY, 1969)msurtout si les stimulations antigéniques sont espacées
(LEVINE et CHANG, 1971)%
médiocres immunogénes. Pour produire des IgE, les bons immunog@nes doivent
&tre placésdans des conditions de faible stimulation. ,

Des différences génétiques portant sur l'aptitude 3 produire les

233
IgE ont été signalées chez 1'animal (IEVI[\IE et VAZ, 1970 ; SCHWARTZMANN et

coll., 1971
Signalons que les IgG ont un role suppressif sur la productlon
d'IGE (TADA et OKUMURA, 1971 STRANNGARD et BELIN, 1970 : STRANNEGARD,

1971y

Les bons allergénes (initiateurs d'IgE) sont de

2) les macrovhages

Une troisiéme cellule intervient dans la coopération : le macro-
phage (FELDMANN, 1972)'29 Si 1'identité exacte de ce troisiéme type de cel;ule
n'est pas &tablie (MOSIER et COPPLESON, 1968 ROWLEY et coll., 1975). tous
les auteurs s'accordent pour reconnaitre qu'il s'agit d'une population de
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cellules adhérentes dont la présence est nécessaire pour obtenir une réponse
immune aux antigénes thymo—dépendants. Les facteurs produits par les lympho-
cytes T induisent une tolérance chez des cellules spléniques débarrassées
des cellules adhérentes (FELDM/ANN, 1973)132 Du sérum anti-macrophage et les
agents qui interférent avec les fonctions macrophagiques emp&chent la
pleine expression de la réponse immune. _

Des antigénes pauvrement immunog@nes lorsqu'ils sont injectés
sous forme soluble se révélent hautement immunogénes lorsqu'ils sont intro-

188 263
duits fixés sur des macrophages (UNANUE et ASKONAS, 1968 ; MITCHISON, 1969 ;

SPITZNAGEL et ALLISON, 1970)354 I1 n'y a jamais de paralysie immune avec des
antigénes hérérologues injéctés a un animal sous cette forme. Pour KATZ et
UNANUE (1973)293 le r6le du macrophage n'est pas purement statique car des
molécules antigéniques liées par covalence 3 la surface de particules inertes
n'induisent pas la production d'anticorps. Cette observation ne correspond
pas & celle de FELIMANN et coll. (1974)mqui ont obtenu une bonne réponse
humorale avec un antigéne couplé 3 de la Sépharose.

Ie rble du macrophage (ou du “troisigme type cellulaire") dans
la réponse humorale concerne : 1'@laboration d'antigénes immunogénes ; la
présentation de ces antigénes en surface ; le recueil a la surface des
lymphocytes T des facteurs de coopération ; et enfin la fabrication de fac-
teurs de cc;opération ou de facteurs stimulants la prolifération des lympho-
cytes B.

L'intervention du macrophage doit donc étre considérée i deux

niveaux :

a) au niveau du traitement de 1'antigéne, par 1'élaboration d'une molécule
immunogeéne ;
b) au niveau des lymphocytes, par une réqulation de leurs fonctions.

a) Elaboration d'antigépes immunogénes
Ie macrophage joué un r8le important dans la réqulation des méca-
nismes immuns, en modulant la quantité d'antigéne qui atteint les cellules
immunocompétentes. Il diminue les possibilités de développement d'une tolé-
rance, soit de haute zone, en ré&duisant la quantité d'antigéne, soit de

basse zone, en concentrant le petit nombre de molécules en circulation.
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d) La fixation de 1'antigéne : Si la plus grande partie des molécules
antlgénlquesqulentrentencontact avec les macrophages sont endocytées
et détruites, 1 3 5 % d'entre elles se maintiennent en surface (UNANUE et
CEROTTINI, 1970)39." Ces molécules préservées semblent responsables de la
plus grande partie de 1'immmogénicité de 1l'antigéne. En effet, lorsqu'elles
sont é&liminées par trymsinisation ou masquées par leurs anticorps spécifi-
ques, les macrophages n'induisent plus de réponse immune.

I1 y a une relation entre la taille des molécules, le degré de
fixation, 1'importance de la pinocytose et la versistance des molécules
retenues en surface : les grandes molécules, comme 1‘hémocyanine, se
fixent bien aux macrophages, sont rapidement pinocytées et ne subsistent
d la surface qu'en petit nombre, cavable de persister longtemps. En revanche,
les petites molécules, comme 1'albumine et les immunoglobulines, sont géné-
ralement peu adsorbées et ne sont pas trds solidement fixées 3 la membrane
(SCHMIDKE et UNANUE, 1971)34.' Ces mémes molécules, polymérisées se fixent
mieux aux macrophages et subissent un sort voisin de celui de 1'hémocyanine.

' La liaison de 1l'antigéne a& son anticorps n'est pas nécessaire pour
la fixation & la surface des macrophages, mais les immuncomplexes sont mieux
retenus que 1l'antigéne libre, lés macrophages possédant des récepteurs pour
les immunoglobulines et pour le troisiéme composant du complément.

Des observations en microscopie électronique (citées dans UNANUE,
1975)391montrent que les molécules d'hémocyanine fixées aux membranes macro-
phagiques sont, dans un premier temps, uniformément réparties. Au bout de
2 & 6 heures de culture 3 37°C, la plus grande partie des molécules ont
disparu, endocytées, mais il subsiste des petits amas de molécules séoparés
par de larges surfaces nues, comme si ceé amas se trouvaient localisés
en des points ol les phénoménes d'endocytose n'ont pas lieu. Cette répar-
tition n'est pas modifiée si les cellules sont soumises 3 des conditions
qui activent les mécanismes d'endocytose. L'addition d'anticorps spécifiques
de 1l'antigéne diminue de moitié le nombre de molécules retenues en suface.
En revanche, la quantité d'antigéne retenu sur la membrane augmente chez
des macrophages activés par un processus immun bactérien (LANE et UNANUE,
1973y

ie macrophage n'est pas la seule cellule qui refienne de 1l'antigéne
en surface. Les cellules dendritiques des follicules ganglionnaires fixent
les antigénes complexés 3 leurs anticorps ; cependant, leur activité pino-
cytaire est trés réduite (WHITE et coll., 1966"} NOSSAL et coll., 1968)%"

De méme, les fibroblastes peuvent conserver longtemps de 1'antigéne sur

leur membrane.
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G)Ie relargage d'antigéne : 3 3 20 % de l'antigéne endocyté par les
macrophac_;;e;est excrete Darles cellules (CRUCHAUD et UNANUE, 1971) au cours
d'un processus actif, indévendant du relargage enzymatique. Ces molécules
proviennent bien de 1l'intérieur de la cellule, comme le orouve le fait que
cette exocytose persiste aprés trypsinisation des cellules, qui élimine
les protéines de surface (CALDERON et UNANUE, 1974)! En se basant sur
1'endocytose et 1'exocytose d'hémocyanine, CALDERON et UNANUE (1975)590nt
constaté que les molécules exocytées sont plus petites que l'antig@ne natif
(un tiers de la taille initiale) , et que certains des détemminants antigé-
niques sont modifiés. Le relargage est en partie influencé par la composi-
tion du milieu extracellulaire : ainsi, est-il fortement diminué si les
macrophages pinocytent de nouvelles molécules de protéines.

Sur 100 molécules d'hémocyanine adsorbées par un macrovhage,

1 & 3 restent sur la membrane, le reste est endocyté. Aprés 24 heures,
sur les molécules pinocytées, environ 3 sont relarguées et une dizaine
subsistent 3 1'intérieur de la cellule. C'est donc prés de 90 % des molé-
cules qui sont détruites et qui n'atteindront pas les cellules immuno-
compétentes.

Nos connaissances sur l'émission par les macrophages d'un super-
antigéne trés immunogéne, constitué par des molécules antigéniques comple-
X€es & du matériel ribonucléique (FISHMAN et ADLER, 1963‘38 ASKONAS et
RHODES, l965)”n'ont pas beaucoup avancé depuis les premiers travaux rap-

portant ce phénoméne.

- e me em e em em am = e e

Les macrophages flxent aussi bien les protéines autologues
qu'étrangéres (SCHMIDKE et UNANUE, 1971 ; ASKONAS et JAROSKOVA, 1970)"

Ia spécificité de la réponse immune réside donc dans les lymphocytes
immunocompétents. ‘

Ie contact des macrophages porteurs de l'antigéne avec les lym-
phocytes B est cependant insuffisant pour stimuler la production d'anti-
corps. Les lymphocytes T sont indispensables 3 1l'induction de la réponse
humorale. De plus, il semble nécessaire que s'établisse un contact physique
entre cellules adhérentes et lymphocytes B pour obtenir la réponse immune,
puisque des cultures de lymphocytes T en mélange avec des macrophages,
séparés des lymphocytes B par une membrane imperméable aux cellules, ne
donnent pas de synthése d'anticorps.
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L'interaction macrophages-lymphocytes se marque par un double
échange : facteurs lymphocytaires (T) agissant sur les mcrophages, et
facteurs macrophagiques agissant sur les lymphocytes (B).

Parmi les facteurs spécifiques et non-spécifiques produits par
les lymphocytes T stimulés par un antigéne, rappelons que le facteur imuu-
noglobulinique (IgT ou IgX) de FELDMANN se compléxe a l'antigéne, et que
ce complexe n'est actif sur les lymphocytes B que s'il se fixe sur le
macrophage. FELDMANN (1975) hote que la fixation simultanée sur des macro-
phages de deux complexes IgT-antigéne ayant des spécificités antigéniques
différentes entraine une paralvsie de la réponse. Cet auteur en conclut
qu'un complexe donné doit former une matrice homogéne de déterminants d'une
seule spécificité 3 la surface du macrovhage pour stimuler les lymphocytes B
correspondahts. S'il se forme une mosaique de déterminants différents, les
lymohocytes B, ou bien entrent en compétition, ou bien ne peuvent se fixer
par suite de la répartition trop espacée des déterminants auxquels ils sont
réceptifs.

En ce qui concerne les facteurs macrophagiques, GERY et WAKSMAN
(1972f‘%nt montré qﬁe les macrophages stimulés in vitro par les complexes
IgT-antigénes sécrétent des facteurs non-spécifiques qui augmentent la
prolifération des lymphocytes B et accroissént la réponse en IgG vis—3-vis

de tous les antigénes.

Telles sont actuellement les interventions connues du macrophage,
ou de la cellule adhérentenon identifiée, dans les mécanismes de coopéra-
tion au niveau de la réponse humorale.

La rencontre des macrorhages avec les lymphocytes T et B est
favorisée dans les organes lymphoides par le phénom@ne de la séquestra-
tion ("trapping").

3) lLa séquestration des lymphocytes

La séquestration des lymphocytes dans les organes lymohoides
stimulés par l'antigéne est 1'un des &vénements les vlus précoces de
1'immunisation (ZATZ et IANCE, 19717} FROST et LANCE, 1973). Elle est
induite par des antigénes marticulaires ou de haut poids moléculaire
(hémocyanine, flagelline, polyséccharide IIT du pneunocoque, antigénes
extraits de tumeurs, globules rouges xénogéniques). Les antig@nes incapa-

bles de déclencher cette séquestration, sont plutdt des molécules
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protéiniques solubles (gamma—globulines bovines, sérumalbumine, toxine
tétanique, DNP-polylysine). Les immunogénes puissants sont des déclen-
cheurs efficaces de la séaguestration a 1l'inverse des immunogénes faibles
qui ne la provoquent que chez l'animal sensibilisé (c'est-da-dire lors
d'une réponse secondaire) .

L'organe lymphoide intéressé par la séquestration dépend . de la
voie d'administration de 1'antigéne. Une pénétration intraveineuse ou
intrapéritonéale conduit 3 une séquestration splénique, tandis qu'une ino-
culation sous—cutanée ou dans un coussinet plantaire intéresse les gan-—
glions lymohatiques drainant le point d'injection. C'est un phénoméne trés
brusque qui se produit d&jd 15 minutes aprés 1'injection intraveineuse,
mais ne dure que 3 3 4 jours.

Les cellules resvonsables du déclenchement de la séquestration
ne sont pas les lymphocytes, car une déplétion en lymphocytes ne diminue
pas ce phénoméne. Les cellules en cause sont les macrophages : le fait
que la séquestration soit particuliérement marquée avec les antigénes
particulaires et de haut poids moléculaire, la possibilité de la produire
avec des particules non-irmmunogénes mais activement 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 trés actives pour conférer cette propriété,
bien plus que les cellules spléniques, elles-mémes meilleures que les cel-
lules ganglionnaires. Les cellules de la moélle osseuse sont totalement
inactives. Le fractionnement des cellules spléniques en cellules adhérentes
et non-adhérentes, montre que ce sont les premiéres qui emportent 1'essen-
tiel de la capacité de provoquer la séquestration.

Pour FROST et LANCE (1973)”,2 ce sont les cellules endoth&liales
des organes lymphoides qui régulent le flot lymphocytaire & la suite d'un
signal libé&ré par les macrophages. Il faut toutefois ren*afquer que le -
liquide lymphatique ne subit aucune réduction de débit ; il serait méme
PlutSt augmenté. Les lymphocytes sont probablement retenus par un mécanisme
faisant intervenir les récepteurs de surface. Ceci expliquerait la spéci-
ficité de la séquestration qui ne se produit, pour un antigéne soluble,
que chez des animaux préalablement immunisés par cet antigéne.
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FROST et LANCE avancent 1'hyphot@se que 1'une des exigences a
1'initiation d'une réponse immune est la capacité que posséde une substance
étrangére dans un organisme de provoquer cette altération du flot des cel--
lules lymphoides. Les antigénes qui possédent en eux-mémes cette qualité,
ont une "adjuvanticité" intrinséque, selon l'expression de DRESSER ( 1961)'13
Ceux qui ne peuvent déclencher la séquestration, ont besoin de l'assis-
tance d'une deuxié&me substance, peu importe que cette substance soit
elle-méme immunogéne ou non ; il suffit qu'elle soit séquestrante. Dans
ce sens, les bons adjuvants auraient été empiriquement choisis parce qu'ils
sont de bons initiateurs de ce mécanisme.

Signalons enfin que la stimulation antigénique induit &galement
la prolifération des mastocytes dans la zone de drainage de 1'injection

7,365 20
(JARRETT et coll., 1969 ; ROBERTS, 1970).

IT ~ LES ADJUVANTS HUMORAUX

A) Mécanismes de 1‘'activité adjuvante

Les adjuvants sont capables de stimuler préférentiellement la
formation de 1l'une ou 1l'autre classe ou sous—classe d‘'anticorps. Ils n'agis-—
sent pas tous de la méme fagon que les mécanismes qui viennent d'étre rap-
pelés.

A quels niveaux les substances possédant une activité immno-sti-

milante interviennent-elles ?

1) Action sur les p];opriétés des antigénes

13 114
DRESSER (1961, 1962)', avait montré que la forme insoluble d'une
molécule est immunogéne, tandis que sa forme soluble ne l'est pas, a moins

-

d'étre mélangée 3 un adjuvant. Les virus, les bactéries, les tissus n'ont

pas besoin d'adjuvants et l'addition de ceux-ci ne modifie pas beaucoup le

niveau de la réponse (DRESSER et MITCHISON, 1968)”.ﬁ De méme, 1'effet d'un

adjuvant est plus marqué avec les petites doses d'antigéne qu'avec les

fortes doses (WEIGIE et coll., 1961)"




45

L'émission ou l'adsorption sur de 1l'alun, de la bentonite ou
d'autres particules, rend les antig@nes particulaires. Cette présentation
améne rapidement les antigénes en contact avec la surface des macrophages
et des cellules dendritiques des ganglions et de la rate, facilitant et
améliorant la coopération avec les lymphocytes. SCHENK et coll., (1969f?
montrent que la production d'anticorps vis-ad-vis de la sérumalbumine
humaine chez le rat est fortement augmentée lorsque la protéine est liée
par des liaisons covalentes avec le LIPS d'E. coli. L'effet estmoindre par
simple mélange, et nul si les deux éléments sont injectés en des voints
différents. L'effet "carrier" apparait nettement dans ce cas. HERBERT (1968)""°
a montré que l'ovalbumine dans une émulsion d'eau dans 1'huile, donne de
bien meilleurs résultats que la méme dose d'antigéne dans une émulsion
d'huile dans l'eau. L'équilibre hydrophile-lipophile joue un r&le primor-
dial dans l'activité des adjuvants huileux (SHAW et coll., 1964;?

La raison en est probablement 1l'interférence des émulsions adju-
vantes avec la couche lipidicue des membranes cellulaires, qui modifie
1l'affinité des récepteurs glycoprotéiniques.

Il y a une relation inverse entre la charge électrique globale
d'un antigéne et les anticorps qu'il suscite (SELA et coll. 196?42 SELA et
MOZES, 1966f? Ie contrBle du type d'anticorps produit, dépendrait donc de
la“nolécule dans son ensemble et ne serait pas limité au site antigénique
(RUDE et coll., 1968). /

En ce sens, les adjuvants, surtout huileux, modifient les proprié-
tés et l'orientation des vortions hydrovhiles et hydrophobes des antigénes,
dévoilant ainsi des résidus aminoacides normalement cachés dans des replis

de la molécule.

2) Action sur le destin de l'antigéne

a) Fixation_

La plupart des supports adjuvants (huile, gels minéraux) provo-
quent la formation d'un granulome, réaction inflammatoire qui fixe 1'anti-—
géne au point d'injection et ralentit sa diffusion : ceci vermettrait &
une forte dose d'antigénes (dose tolérogéne) d'étre diffusée & des doses

infratolérogénes. Il ne faut toutefois vas considérer cet effet dépdt
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come essentiel ; en effet, HOLT (1950)mavait observé que si l'antigéne
peut effectivement demeurer in situ plusieurs mois grale grdce a 1l'adju-
vant, il semble perdre rapidement (une quinzaine de jours) son rOle sti-
mulant pour le Systéme de synthése, par un encapsulement fibreux et un
emprisonnement dans une barriére de complexe antigéne-anticorps dans
les mailles de collagéne. FREUND et LIPTON (1955)”]montrent que l'excision
du site d'injection de 1l'antigéne en adjuvant complet de Freund, méme une
demi-heure aprés la stimulation, ne modifie pas sensiblement- le taux
d'anticorps, ni 1'apparition d'hypersensibilité retardée.

De méme, certaines substances ont une action adjuvante, méme
injectées en un point différent ou & un autre moment (MERRITT et JOHNSON,
1963"") GOLUB et WEIGLE, 1967'% DRESSER, 1968) .

b) Localisation_ ,

On sait depuis longtemps que 1l'injection d'un antigéne avec son
anticorps spécifique favorise la synthése 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 méme effet lorsqu'elle est administrée avec son aﬁticorps spécifique
(TERRES et coll., 19618t 1962). WIGZELL (1966) cbtient une meilleure
production d'IgM en injectant des globules rouges de mouton en présence
d'IgM que les globules rouges seuls. Le rdle des immuncomplexes dans
l'initiation et la régulation de la réponse immune intrigue les chercheurs :
1'antigéne qui reste disponible pour les interactions avec les cellules B
(des le 3&me jour de la réponse immune et pendant plusieurs semaines) est
localisé & la surface des cellules dendritiques des sinus médullaires gan-
glionnaires et spléniques (WHITE, 1963). WHITE et coll. (1970)'" pensent
que la localisation des immuno-complexes 3 la surface des cellules dendri-
tiques conduit les cellules B en circulation dans la pulpe blanche splé-
nique a former un centre germinatif. Ces auteurs ont montré, chez le poulet,
que les centres germinatifs n'apparaissent pas s'il n'y a pas d'anticorps
disponibles. En utilisant de la sérumalbumine humaine marquée, ils cons-
tatent que 1l'antigéne versiste dans la circulation jusqu'a ce que les
anticorps nouvellement synthétisés commencent 3 apparaltre (aprés 30 heures
environ) . Cet événement est signalé par la présence de l'antigéne (proba-
blement 1ié a ses anticorps) a la surface des cellules dendritiques dans
la pulpe blanche de la rate. Ces cellules porteuses d'hmmméomplexes mi-
grent a travers la pulpe blanche et viennent progressivement s'associer
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aux cellules B pour former, dés le 3é&me jour aprés injection de l'antigéne,
le centre germinatif primitif, qui s'agrandit considérablement par capture
progressive de cellules B du 4éme au 7éme jour de la réponse.

Le rOle des centres germinatifs est controversé : pour les uns,
ces formations seraient le lieu privilégié de rencontre de l'antigéne avec
les lymphocytes B sensibles & 1'antigéne pour une synthése accrue d'anti-
corps (HUMPHREY, 1969)13,0 alors que pour les autres, les centres germinatifs
auraient un r8le homéostatique de régulation de la synthése des anticorps
par blocage des lymphocytes B en leur sein, les empéchant ainsi d'entrer
en contact avec les lymvhocytes T (WHITE, 1973.)4].7 Cet auteur constate la
forte diminution de taille des centres germinatifs de la rate chez les
poulets immunisés par de la sérumalbumine humaine en adjuvant complet de
Freund. On observe une corrélation inverse entre la taille de ces forma-
tions et le taux en anticorps. les centres germinatifs des animaux vaccinés
avec l'adjuvant sont petits, entourés d'une masse irrégulidre de cellules
d'apparence épithélioide formant un granulome capable d'oblitérer totalement,
dans certains cas, le centre germinatif, WHITE en déduit que 1'adjuvant
désorganise le fonctionnement normal du centre germinatif dont le rdle est
de limiter la réponse humorale. Ie r8le inhibiteur des centres germinatifs
serait perturbé avec 1l'adjuvant complet de Freund et avec la silice (deux
bons adjuvants) par destruction des cellules dendritiques.

Pour DRESSER (in WHITE, 1973) , le r6le des substances qui lésent
les macrophages (et qui sont de bons adjuvants) dans 1'augmentation de la
réponse immune, serait de libérer de 1'antig®ne rendu ainsi disponible

pour la stimulation de lymphocytes supplérhentaires.

c) Modification du catabolisme

— e e e e e e mm e e e

La vitesse de phagocytose et de digestion de l'antigéne influe
sur son antigénicité (KIM et coll., 1967)2'0 Les endotoxines, l'adjuvant de
Freund et les mitogénes végétaux augmentent la phagocytose et les acth:Ltes
enzymathues des cellules réticulo-endothéliales (BIOZZI et coll., 1965 ;

ASKONAS et WHITE, 1956) .
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3) Action sur les cellules imfmnocoxmétentes

Si les actions précédemment décrites étaient essentiellement
dues & 1'élément support des adjuvants, les effets sur les cellules immu-
nocompétentes sont plutdt provoqués par la constitution chimique ou physico-
chimique des substances introduites avec le support adjuvant, huileux ou
minéral . ” |

a) Métabolisme cellulaire

oooooooooooo

tose (BIOZZI, 1953)"2 Cet effet est &valué par l'index phagocytalre qui
mesure la disparition de particules de carbone (clearance du carbone) in-
troduites dans la circulation sanguine, et phagocytées, essentiellement
au niveau du foie et de la rate. Des substances comme le MER (M&thanol
Extraction Residue) (STEINKUIIER et coll., 1969)36,‘i la PHA (Phytohémagglu~-
tinine) (NOWELL, 1960) ou les polynucléotides synthétiques (BRAUN et
NAKANO, 1967"; JOHNSON et JOHNSON, 1971) stimulent la phagocytose. Quoique
les endotoxines aient plutdét une action de stimulation de 1'immunité cellu-
laire en rendant les macrophages cytotoxiques, SPITZNAGEL et ALLISON
(1970) ont mis en évidence un effet potentialisateur du LIPS d'E. coli sur
la réponse hurorale, de méme que 1l'alcool de la vitamine A (le Rétinol)
dont 1l'activité adjuvante s'exerce probablement par ses propriétés lipo-
solubles qui 1'incorporent facilement 3 la membrane cellulaire. Cependant,
le lymphocyte T est indispensable pour que l'effet soit maximum (ALLISON
et DAVIES, 1.971)

Des macrophages stimulés par;Bordetella pertussis ou du sulfate

de beryllium, agumentent la réponse humorale & 1'hémocyanine lorsqu'ils
sont transférés a un receveur qui recoit simultanément des macrovhages
porteurs de 1'hémocyanine. Il n'y a ni stimulation, ni dépression de la
production d'anticorps lorsque sont transférées des cellules lymphoides
incubés avec les adjuvants.

La cire D des Mycobactéries stimule &galement les macrovhages.

Acétylée, elle devient inactive.

())) Les lymohocytes : la bentonite et les adjuvants du type Freund ont

®eecoeet oo

un effet treés marqué in vivo sur la synthése 4' ]:gG2 chez le cobaye
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(WILKINSON et coll., 1967)",0 tandis que chez le lapin des polyméres acry-
liques de 0,8 j augmentent la production d'IgM (TORRIGIANI et ROITT, 1965)"
Ce ne sont donc pas les mémes lymphocytes qui sont stimulés.
La transformation cellulaire induite par 1l'adjuvant de Freund
est inhibGe par du sérum antilymphocytaire (CURREY et ZIFF, 1968) ELVES
(1967)'23note que la PHA injectée avant 1l'antigéne supprime la réponse pri-

-maire, tandis qu'injectée 6 heures aprés, elle augmente la réponse en
anticorps. '

L'un des premiers événementsnotés aprés introduction de la PHA
est une modification du métabolisme phospholipidique (FISHER et MULLER,
1968)'17 témoignant d'une action de cette substance sur la membrane cellu-
laire. Ie méme phénoméne se produit en culture mixte de lymphocytes ou
par traitement par des anticorps antilymphocytaires (SELL et coll., 1965)34.-9

Les adjuvants huileux créent une modification de 1'équilibre
lipophile-hydrophile des membranes cellulaires et déclenchent des mécanis-
mes métaboliques intracellulaires pouvant conduire 3 la synthése de média-

teurs immunitaires.

L'augmentation du tissu lymphoide chez des animaux non immunisés
est observée avec la silice (rate et ganglions peuvent atteindre dix fois
307
leur taille normale) (PERNIS et PARONETTO, 1962), avec l'adjuvant de Freund
268 _
(MOORE et SCHOENBERG, 1964), le vaccin coquelucheux (B. pertussis)
(SLONECKER et RIEKE, 1965)"; la PHA (NASPITZ et coll., 1968)"°

La PHA posséde une affinité particuliére pour certains récepteurs

membranaires, comme la concanavaline A en a pour les alfa-glycanes ramifiés
(GOLDSTEIN et coll. 1965)”.g La PHA stimule la transformation lymphocytaire
et la division cellulaire in vitro (PHILIPS et ZWEIMAN, 1970). La stimu-
lation simultanée par deux mitog@nes (PHA et Streptolysine) conduit & des
effets antagonistes ou synergiques selon le rapport des mitogénes (MOLLER,
1970)“:, I1 existe un norbre optimum de sites stimulables pour obtenir
1'effet mitogéne.

L'adjuvant de Freund augmente 3 la fois le nombre et la taille
des plages d'hémolyse en technique de Jerne (KOGA et coll., 1969)“,1 signe
d'une action & la fois sur la multiplication des lymphocytes B et sur la
quantité d'anticorps produite par chaque cellule. | ‘ ‘
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1e IPS d'E. coli se comporte in vitro comme un mitogéne des cel-
lules B (ANDERSSON et coll., 1972"; BULLOCK et ANDERSSON, 1973). Cependant,
il peut agir sur la fonction spécifique d'assistance des lymphocytes T en
augmentant leur nombre dans la phase initiale de la réponse primaire
(NEWBURGER et coll., 1974)”.(i Chez la souris comme chez le cobaye, le LPS
agit sur la réponse IgE 3 des doses 100 fois plus faibles que celles
qui stimilent la réponse IgG (PERRINI et MOTA, 1973) %

Il est possible de rapprocher d'un effet sur les lymphocytes T, la
potentialisation des IgE spécifiques et non spécifiques provoquée par une
infection par Nippostrongylus brasiliensis chezle rat. En effet, ce para-

site déclenche une forte poussée du taux des réagines spécifiques d'un
antigéne (ovalbumine var exemple) injecté une semaine auparavant en présence '

299 e '
de Bordetella pertussis (ORR et BLAIR, 1969). Toutefois, cette potentialisa-

-

tion de la réponse IGE est limitée & cette classe d'immunoglobulines et

ne touche pas les IgG (JARRETT et coll., 1972"% BLOCH et coll., 1973)%

Ce qui indique la production par les vers vivants d'un facteur stimulant

les immunocytes programmés pour une production d'IgE et agissant aussi
bien sur les lymphocytes spécifiques des antig@nes parasitaires que sur
ceux déja stimulés par 1l'injection préalable. Cette substance peut d'ail-
leurs aussi bien agir sur les lymphocytes B que sur les lymphocytes T
(qu'ils aient une fonction helper ou une fonction suppressive) . _
Le lentinan, polysaccharide fongique extrait de Lentinus edodes
(CHIHARA et coll., 1969)", 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

PHILLIPS, 1974).

EN RESUME
Les adjuvants interviennent =

a) au niveau de l'antigéne en lui fournissant une adjuvanticité qui lui pro-

cure une ixmmnogénicité accrue. Les actions sont variées : modifications
de conformation spatiale, de charges, de solubilité, ralentissement
du catabolisme, immobilisation de 1'antigéne dans un foyer granulo—
mateux, modification de sa localisation dans les organes lymphoides.
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b) au niveau de 1'hSte & la fois sur les cellules immunocompétentes et
sur les systémes non spécifiques de ré&gulation de la synthése protéique

ou de la multiplication cellulaire.
Les adjuvants, a ce titre, sont impliqués :

1) dans la transformation des macrophages et des lymphocytes ;

2) dans la multiplication des hitiocytes, macrophages, lymphocytes et
plasmocytes ;

3) dans la synthése d'hormones variées, telles que la cortisone ou
1'ACTH qui modifient & leur tour la synthése nrotéique ;

4) dans l'augmentation du rapport nombre de cellules immunitaires

sur nombre de molécules antigéniques.

B) Les adjuvants humoraux d'origine mycobactérienne

En 1929, DIE[\IES'Mrenarque que l'injection d'ovalbumine dans une
lésion tuberculeuse provoque une augmentation de la production d'anticorps
contre 1l'ovalbumine. En 1935, COUIAUDgnmontre que l'addition d'huile de
paraffine aux mycobactéries facilite le développement de 1'hypersensibi~
1ité retardée a la tuberculine. Puis FREUND et coll. (1937)*précisent
les conditions de réalisation de 1l'adjuvant qui porte son nom. La phase
huileuse, qui constitue 1l'adjuvant incomplet, se compose d'huile de paraf- -
fine purifiée (RAYOL ou DRAKFEOL) et d'un &mlsifiant (ARIACEL A.). L'addi-
tion de Mycobacteries tuées (en général 5 mg/ml) donne 1'adjuvant complet
de Freund (ACF). L'antigéne 3 injecter est introduit en solution aqueuse
émulsionnée avec la phase huileuse. Au fil des années, plusieurs espéces
de Mycobactéries, outre Mycobacterium tuberculosis var hominis et var bovis

se sont révélées actives comme adjuvants : M. smegmatis, M. phlei,

M. butyricum, M. avium, M. leprae, etc...

Cependant, 1l'injection de l'adjuvant complet entraine toute une
série d'effets tels que granulome persistant au point d'injection, sensibi-
lisation aux endotoxines des bactéries gram négatives, développement d‘ure
polyarthrite rhumatoide allergique par dépdt d'immuncomplexes, déclenche-
ment de maladies autoimmunes et, bien entendu, induction de 1'hypersensi-
bilité & la tuberculine.
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Ces inconvénients, dont certains sont liés auxmécanismes adju-
vants eux-mémes, empéchent son application & la vaccination humaine. Aus-—
si, depuis quelques temps, on a cherché & modifier la composition de la
phase huileuse, en remplagaﬁt l'huile minérale, peu ou pas métabolisée,
par des huiles catabolisables. C'est ainsi qu'ALLISON et GREGORIADIS
(1974)‘2prqposent 1'utilisation de liposomes, sphéres concentriques cons-
tituées de phospholipides en double couche moléculaire, séparés par des
compartiments aqueux contenant le ou les antigénes. Les lipides en sont
la lécithine, le cholestérol, la stéarylamine, 1l'acide phosphatidique
ou le dicétylphosphate. De méme, AUDIBERT et CHEDID (1975)20proposent
. 1'é&mulsion des antigénes et des substances 3 activité adjuvantes avec des
huiles végétales métabolisables. HILLEMAN (1972)mpréoonise 1'huile
d'arachide...

Depuis la découverte du bacille de KOCH, mais' surtout depuis
la révélation de leur rb6le stimulant, les Mycobactéries ont fait 1'objet

-~

de nombreux travaux destinés 3 identifier les constituants porteurs des
activités biologiques (RAFFEL, 1948} ‘ |

La richesse des Mycobactéries en lipides contraste avec la com~
position pariétale des autres bactéries qui, comme elles, prennent la
coloration de Gram, et qui sont caractérisées par une paroi cellulaire
essentiellement glycopeptidique, pauvre en lipides. Le pourcentage de
matériel lipidique atteint le quart de la cellule entidre et plus de la
moitié de la paroi dans le BCG. Aussi, 1l'étude des lipides mycobactériens,
entreprise dans les années 20 par R.J. ANDERSON, d 1'Université Yale,
a constitué un élément important du bilan chimique de ces microorganismes.
Aujourd'hui encore, l'analyse des structures chimiques, méme non lipidiques,
s'articule autour du schéma de fractionnement A'ANDERSON, camplété par
LEDERER et ASSELINEAU (cf. ASSELINEAU, 1962)°

1) La maroi et ses constituants

L'isolement de structures chimiques actives s'est fait selon
deux voies qu_l ont aboutit & des molécules trés semblables. Tandis que
certains auteurs extrayaient var divers solvants organiques des substances
d partir du corps bactérien entier, d'autres traitaient par ces solvants,
et diverses enzymes, les parois purifiés de ces germes. Il était en effet
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apparu que la paroi purifiée, débarrassée des contaminants tels que lipi-
des libres et protéines, est adjuvante et développe une immnité non spé-
cifique vis-d-vis de germes wathogénes non mycobactériens, au méme titre
que les bactéries entiéres (AZUMA et coll., 1971)23. les parois sont éga-
lement arthrogénes et douées de propriétés antitumorales (ZBAR et coll.,
1972 CHEDID et IAMENSANS, 1974)°

La délipidation des parois aux solvants organiques et une diges-
tion enzymatique par la trymsine, la chymotrypsine et le lysozyme, permet-
tent 1l'isolement d'une fraction hydrosoluble, le WSA (Wate.f Soluble Adju-
vant) , plus active que les varois (ADAM et coll., 1972)'. Cette substance
est adjuvante sans &tre arthrogéne, mais n'est plus antitumorale (CHEDID
et ocoll., 1972)” ; de plus elle ne sensibilise pas aux endotoxines.

- La mé&ne fraction a été extraite a partir des bactéries entiéres
délipidées (Arlette ADAM et coll., 1973)2, non seulement chez les Mycobac-
téries, mais dans un genre trés voisin, les Nocardia (NwsM : Nocardia
Water Soluble Mitogen) .

Le fractionnement des Mycobactéries entiéres par les solvants
organiques selon le schéma d'Anderson, fournit plusieurs types de lipides
présentant des solubilités diverses aux solvants. L'une des fractions les
plus étudiées, les cires D, fraction chloroformosoluble des lipides li-
bres des souches humaines de M. tuberculosis, peut remplacer les bacté-
ries entidres dans 1'adjuvant de Freund (WHITE et coll., 1955 et 1964).

Elle est adjuvante et arthrogéne, mais pas antitumorale. les cires D sem-
blent provenir des parois (KOTANI et coll., 1963)mdont elles se détacheraient
par autolyse pariétale. On en trouve 6 3 8 % dans les souches virulentes

et 2 $ dans les esp@ces saprophytes de Mycqbactéries. Entre 1968255et 19722,57
MIGLIORE-SAMOUR et JOLLES ont isolé du gemme entier un polysaccharide
peptidoglycane (POLY-PA) adjuvant, dépourvu d'activité arthrogéne.

A la méme époque, HIU (1972) extrait du BCG une fraction adju-

vante et antitumorale, MAAF (Mycobacterial Adjuvant and Antitumoral Frac-

tion),, dépourvue de toxicité, adjuvante par la synthése d'anticorps contre
l'ovalbumine et capable de développer une hypersensibilité retardée &
cette protéine.
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Enfin, récemment, STEWART-TULL et coll. (1975) rapportent 1'iso-
lement d'un glycopeptide hydrosoluble, ST 208, 3 partir du milieu de cul-
ture de la souche DT de Mycobacterium tuberculosis. Ce glycopeptide est
fortement adjuvant, avec l'ovalbumine, chez le cobaye, n'est pas toxique*
chez la souris, ne développe pas de polyarthrite chez le rat et de granu-
Jome dans le poumon de lapin. En revanche, il déclenche une forte réponse

granulomateuse de la patte injectée du cobaye.

Nous avons cité & la suite ces diverses substances extraites des
Mycobactéries, soit directement de la cellule entiére, soit de la paroi
isolée, car elles se sont révélées des morceaux plus ou moins importants
d'une méme 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 par les cires D : d'un poids
moléculaire supérieur & 50.000, ce sont des peptido-glycolipides dans
lesquels les acides mycoliques, acides gras de 60 & 90 carbones, sont
estérifiés par un polysaccharide contenant du galactose et de 1'arabinose
(arabino-galactane) (AZUMA et coll., 1969%; MISAKT et coll., 1970)™: une
fraction azotée contient des sucres aminés (N-acétyl-glucosamine et acide
N-glycolyl-muramique) en liaison ester avec un peptide composé d'alanine,
d'acide glutamique et d'acide alpha-epsilon-diamino-pimélique. Cette
derniére fraction constitue le peptidoglycane qui est 1'élément-clé des

adjuvants mycobactériens d'origine pariétale. Le glycolipide serait asso-
cié au peptidoglycane par une liaison phosphodiester (figure 2).

Ie WSA isolé initialement représentait la méme molécule mais

sans les lipides (acides mycoliques). Puis, Arlette ADAM et coll. (1974 a'et bf

ont démontré que l'arabino-galactane n'est pas non plus indispensable &
1l'activité adjuvante. Des préparations de WSA contenant moins 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 1'hypersensibilité

retardée et induisent un granulome au point d'injection.

MISAKT et coll. (1966) avaient déji montré que le peptidoglycane

du BCG, ne contenant plus que 2,3 % de sucres neutres sous forme d'arabi-
nose, stimule la résistance non spécifique de souris infectées par
Staphylococcus aureus comme le font les parois entiéres de BCG.
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Des peptidoglycanes trés semblables ont été isolés de nombreuses
autres bactéries et ont permis de préciser les structures impliquées dans
1'effet adjuvant. NGUYEN-DANG et coll. (1973)mremarquent une forte stimula-
tion de l'immunité humorale pér les parois de C. parvum et de B. megaterium.
Des peptidoglycanes de B. megaterium et 4'E. coli (DAMAIS et coll., 1975)g§
de Proteus vulgaris, Moraxella et Neisseria (NAUCIEL et coll., 1973)28'possé—

dent une activité adjuvante humorale et sur 1'HSR.

-

On est ainsi arrivé 3 une structure minimm, conservant encore
une activité adjuvante : le 3'-muramyl-dipeptide, c'est-d-dire la molécule
d'acide muramique estérifiée par le dipeptide L-alanyl-acide-D-glutamique,

qu'il est possible d'obtenir par synthése (ELLOUZ et coll., 1974)%°%

Mode_d'action

L'arabino-galactane semble responsable de 1'effet arthrogéne des
parois, mais perdrait cette propriété en dessous d'une certaine longueur
(STEWART-TULL et coll., 1975)3(;.8 Ce qui explique la disparition de la polyar-
thrite du rat avec le WSA, le POLY-A, le ST 208 et toutes les molécules A
plus petites.

La possibilité de déclencher une encéphalomyélite allergique
expérimentale (EAE), en mélangeant 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 MAAF sont
actifs 3 ce titre (MEYER et coll., 1975)%

La réponse anticorps augmentée, observée avec l'ensemble de
ces adjuvants, semble liée au fait que ces substances sont des mitogénes
des lymphocytes B : le NWSM est un mitogéne B chez la souris (BOMA et
coll., 1974)“et chez le lapin (BONA et coll., 1975)”, comme 1'est le pep—
tidoglycane d'E. coli (DAMAIS et coll., 1975)" Notons toutefois pour ce
dernier exemple que, réduit & son monomére (muramyl-dipeptide), le pepti-
doglycane d'E. coli n'est plus mitogé@ne alors qu'il est encore adjuvant.

Les peptidoglycanes ont un effet direct sur les structures de
surface des macrophages, qui conduit 3 1'immobilisation de ces cellules

(HEYMER et coll., 1973)'%
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2) le cord-factor

La cire C d'ANDERSON contient le cord—-factor, lui aussi glycoli-
pide - pariétal, responsable de la toxicité et peutétre de la virulence
des Mycobactéries pathogénes (H. BLOCH, 1950)33. Ie cord-factor a été iden-
tifié come le 6,6'-dimycolate de tréhalose (figure 3) (NOLL et Coll.,

1956)"

Le cord-factor, injecté par voie intraveineuse & des souris, a
la dose de 10 & 20 microgrammes, produit des granulomes pulmonaires abso-
lument identiques & ceux obtenus par une immunisation par le BCG. les
animaux ainsi traités sont protégés contre les infections tuberculeuses
par aérosol et contre les tumeurs pulmonaires induites & 1'uréthane
(BEKIERKUNST, 1969)25 Cette substance est adjuvante, puisqu'elle stimule
la production des anticorps contre les globules rouges de mouton lors-
qu'elle est injectée, a raison de 100 pg par souris, 5 jours avant les
hématies, dans la méme patte que les cellules. Cet effet adjuvant est
Observable tant que versistent les réactions inflammatoires déclenchées
au point d'inoculation et dans le ganglion drainant, c'est-3-dire pendant
prés de 30 jours. Ce glycolipide provoque 1l'accumulation des macrophages
et leur transformation en cellules épithélioides (BEKIERKUNST, 1971)“.i

Le cord-factor est la seule substance isolée des Mycobactéries
qui soit porteuse de la propriété d'alcoolo-acidorédsistance, caractéris-
tique des techniques de coloration de ces bactéries. C'est lui qui est
responsable du dévloppement de 1l'hyper-réactivité aux endotoxines (SUTER
et coll., 1958) " | _

Les mémes effets ont é&té obtenus avec des analogues du cord-
factor et notamment avec le dipalmitate de tréhalose.

Mode_d'action
Introduit avec du BCG vivant dans un animal, le cord-factor
stimule la multiplication des bactéries. Il désintégre la membrane mi-
tochondriale et inhibe les chaines de phosphorylation et d'oxydation
cellulaire (KATO .y 197lwezzt 19732)02.b'.5(2‘est une molécule hapténique
qui n'induit la synthé&se d'anticorps qui lui sont spécifiques que lors-

qu'elle est couplée 3 une protéine supoort (la sérumalbumirie méthylée,
par exemole). Le cord-factor complexé 3 son anticorps spécifique n'est
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CORD-FACTOR: 6,6~ dimycolate de tréhalose

..............

OH
Mycolate : (R-CO~) = CH3—4CH2)n—éH—(':H—COOH

(?H2)27
CHs

2 acides mycoliques identifiés chez M. smegmatis :

C62H12203

OH
)
CH3-(CH2)17—CH=CH—(CH2)17—CH—C;‘H—COOH

C22H45

C @)

H
771843 OH

|
CH3-(CH2)17 -CH=CH-(CH2)13—CH=CH—CIIH —(CH2)17—CH-CH-COOH

|
H
CH3 . C22 45

d'aprés E. LEDERER, La Recherche, 1973, 4 (n°40, décembre),
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plus toxique. De méme, son acétylation compléte 1l'inactive. Par ses
effets toxiques, le cord-factor protégerait le bacille tuberculeux des
mécanismes cytolytiques des cellules réticuloendothéliales et lui’ per-
mettrait de survivre et de se développer dans les cellules animales

423

(YAMAMURA , 1959).
3) le M. E. R.

L'extraction des Mycobactéries par l'acétone et le méthanol
permet d'isoler le MER (Methanol Extraction Residue) (WEISS et coll.,
1964f® Cette substance de nature phospholipidique stimule le systéme
réticulo-endothélial et semble agir principalement sur les cellules T
(déveloprement d'une HSR, immunité cellulaire antitumorale, accroissement
du nombre de cellules formant des rosettes théta). Ie MER a cependant
un effet sur 1'immunité humorale probablement par une action sur les
cellules helper et peut-&tre également sur les lymphocytes B et les

macrophages (JACOBS et coll., 197’4)”f4

On sait le r&le principal des tuberculo-protéines dans la révé-
lation de 1'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 fuberculo~

344
polysaccharides de Florence SEIBERT (depuis 1938) et surtout les PPD

. . L 35
(Purified Protein derivatives) (SEIBERT, 1955°; YAMAMURA, 1968'° 1969"%

TAKAHASHI, 1969)"

Ces dérivés protéiques purifiés sont des mitogénes B (SULTZER
et NILSSON, 1972?”: ils déclenchent une production polyclonale d'anti-
corps dans les cellules spléniques de souris normales (NILSSON, 1972) ., 3%

Cet effet est trés rapide puisque l'augmentation du taux d'anti-
corps est sensible dés le 2éme jour. Ce pouvoir mitogéne est indépendant
des lymphocytes T.

Ie PPD est également adjuvant pour la réponse humorale 3 un
‘antigéne donné. Il est meilleur que le IPS d'E; coli, ou que le polysac-
charide S III de pneumocoque pour une réponse spécifique des globules
rouges de mouton. Cependant, contrairement au LIPS et au S III qui sti-
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mulent directement les lymphocytes B, le PPD nécessite la présence des '
lymphocytes T dans le cas d'une réponse spécifique 3 un antigéne.

Ajouté & des cellules spléniques hyperimmuniséescontre des glo-
bules rouges de mouton, le PPD augmente le nombre de cellules productrices
d'anticorps (KREISLER et MULLER 1974) En réponse secondaire, le PPD agit

d des doses 100 fois plus faibles qu'en réponse primaire, les fortes doses
étant méme inhibitrices de la vroduction d'anticorps.

On voit, par cette revue rapide des substances immuno-stimulantes
extraites des Mycobactéries, que, si les progrés dans notre connaissance
des structures porteuses d'une activité adjuvante sont remarquables, le
mécanisme intime de cette action nécessite encore un certain nombre de
travaux complémentaires. Son &lucidation apportera un élément primordial
dans la campréhension du phénoméne adjuvant.
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CHAPITRE IIZI

LES STIMULANTS DE LA REPONSE A MEDIATION CELLULAIRE
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I - LE MACROPHAGE DANS L'IMMUNITE CELLUIAIRE

Iongtemps relégué aux seules fonctions du nettoyage de l'orga-
nisme , le macrophage suscite, depuis quelques années, un renouveau d'in-
térét par le rSle fondamental qu'il joue au niveau des réactions spéci-
fiques et non spécifiques de 1'immunité.

Nous avons vu son intervention, encore mal &lucidée, dans la
réponse humorale. Examinons sa participation dans 1'immunité & médiation

cellulaire.

A) RSle du macrophage dans 1'immunité cellulaire

1) Immunité spécifique

Si les macrophages d'un sujet normal sont capables de s'opposer
au développement d'une grande variété de microorganismes (BLANDEN et coll.,
1966)3: ceux d'un sujet immunisé présentent des propriétés accrues et mémes
nouvelles. En particulier, leur pouvoir microbicide est fortement augmenté
et parvient 3 empécher le développement intramacrophagique d'agents infec-
tieux capables de se multiplier dans les cellules phagocytaires mononu-
clées, tels que BCG, Brucella abortus, Pasteurella pestis, Listeria mono-

cytogenes, Histovlasmes, Toxoplasmes et virus. Les macrophacjes ont &té

stimulés par le processus infectieux initial.

D'autre part, les macrophages sont impliqués dans le rejet des
cellules tumorales, surtout dans la phase précédant 1'intense vasculari-
sation d'une tumeur (GORER, 1956)1511 I1 est en effet possible de transférer
1'immunité antitumorale, ce transfert étant plus efficace avec les cellu-
les d'un exudat péritonéal, riche en macrophages, qu'avec les cellules
ganglionnaires ou spléniques, principalement constituées de lymphocytes
(cf. revue de NELSON, 1968)2?5Des macrophages isolés ont permis de trans—
férer 1'immnits antitumorale (BENNETT, 1965):

Enfin, les macrophages jouent également un rdle dans le rejet

des greffes (DIMITRIU et coll., 1975)“3g
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2) Immunité& non spécifique

Tl est rapidement apparu qu'un certain degré de protection
se développe simultanément vis-a-vis d'agents infectieux sans rapport
avec celui qui est responsable de 1'immunisation. C'est une résistance
non spécifique qui peut, lorsqu'elle s'atténue, étre réactivée par le
germe spécifique de 1'infection initale. '

Ainsi, les macrophages provenant d'animaux tuberculeux ou immu-
nisés avec le BCG, montrent in vitro un pouvoir bactéricide important
vis-3d-vis de Listeria monocytogenes (MACKANESS, 1964)2f1de diverses Sal-
monelles (MACKANESS, 1968)24?)11 de Brucella melitensis (ELBERG et coll.,

162 ‘o4z P ~ . .
1957), propriété corrélée par la résistance de ces animaux aux infec-

tions par de tels germes. Des souris infectées par Toxoplasma gondii

ou Besnoitia jellisoni, protozoaires parasites, résistent & une infec-

tion par Mycobacterium leprae (KRAHENBUHL et coll., 1974)2.2 2

C'est toutefois dans le cadre de 1'immunité antitumorale que

cette activation non spécifique des macrophages a été le plus largeament
analysée. Le traitement d'animaux var BCG, Corynebacterium parvum, ou

bien 1l'infection chronique 3 Toxoplasma gondii, Besnoitia jellisoni
168 '
(HIBBS et coll., 1971 et 1972)'6%ugmentent la résistance de ces animaux
35 9
aux tumeurs (BIOZZI et coll., 1959 ; HALPERN et coll., 1966)-

Des souris infect@es par le nématode Trichinella spiralis pré-

sentent une diminution d'incidence de tumeurs mammaires naturelles
(WEATHERLY, 1970)*"°

En général, les macrophages véritonéaux d'animaux ainsi immunisés
ont acquis un pouvoir bactéricide accru vis-a-vis de Listeria ou de virus
et se montrent cytotoxiques pour des cellules tumorales syngéniques ou
allogéniques en culture.

La croissance du sarcome de Walker est suporimée chez des rats

infectés depuis moins de dix jours par Nippostrongylus brasiliensis,

parasite nématode, et augmentée chez les animaux infectés depuis 10 &
30 jours. En revanche, le développement d'un adénocarcinome syngénidque
chez la souris est inhibé par 1'infection & N. brasiliensis quelque soit

le temps d'inoculation de la tumeur ou du parasite (KELLER et coll., 19,71)2.o !

Les animaux résistants au parasitisme (Rats infectés par S. mansoni) rejet-
tent des cellules tumorales BHK21l, quelque soit le moment de leur adminis-
tration par rapport a 1l'infestation. L'inhibition de la greffe tumorale

chez les animaux réceptifs au parasite (Hamster) n'a lieu que si les
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cellules cancéreuses sont injectées en méme temps que les cercaires.

Administrées 30 jours aprés l'infection parasitaire les tumeurs ont une
croissance facilitée (CAPRON et coll., 1972)655 Les macrophages péritonéaux
activés par l'infection parasitaire, ou méme simplement par une injection
de protéose—peptonev, transférent 1'immunité antitumorale a des animaux
syngéniques (KELLER et JONES, 1971)2?81es macrophages normaux en sont
incapables. '

Une telle immunité non spécifique peut &tre instaurée in vivo
et in vitro en traitant les macrophages par les substances les plus diver-
ses : endotoxines bactériennes, ARN bicaténaire (ALEXANDER et EVANS, 197_1)6,
polynucléotides synthétiques (JOHNSON et JOHNSON, 1971)‘89et d'autres molé-

- . 5
cules ayant par ailleurs une activité adjuvante (YASHPHE, 1971)4.2

B) Mécanisme de 1'activation

1) Armement spécifique

En injectant des lymphocytes immins, sensibilisés contre une
tumeur, a des souris porteuses de cette tumeur, on observe la destruction
des cellules néoplasiques, alors qu'in vitro, ces mémes lymphocytes les
laissent intactes. C'est la preuve de l'intervention d'un autre facteur
identifié comme &tant le macrophage (EVANS et ALEXANDER, 1970''1972)°° D'une
maniére générale, il est possible de rendre les macrophages d'un animal
normal cytotoxiques vis~d-vis d'un organisme pathog@ne,en lui transférant
les lymphocytes thymo-dépendants d'un animal immunisé contre cet organis-
me, a condition d'injecter en méme temps 1'agent infectieux ou des anti-
génes de cet agent. En présence de l'antig@ne auquel ils sont sensibles,
les lymphocytes libé&rent 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 lymphome sont capables
d'armer des macrophages normaux qui acquiérent alors une activité cytoto-
xique sur les cellules cancéreuses (BENNETT, 1965)2.g Les macrophages peu-
vent étre ainsi armés avec les surnageants acellulaires de cellules lym-
phoides immunes incubées avec l'antigdne (EVANS et ALEXANDER, 1971)‘2.5Cet
armement spécifique des macrophages est réalisé par un facteur soluble
libéré dans le milieu par les lymphocytes au moment du contact avec les
antigénes de 1l'organisme-cible : ce facteur spécifique, EVANS et
ALEXANDER (1973); lui ont domné les initiales S.M.A.F. (Specific Macro-
phage Arming Factor). Il est produit par les lymphocytes thymo-dépendants
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et, selon une suggestion des auteurs, aurait une activité cytovhile pour
le macrophage et une structure de reconnaissance spécifique pour la
cellule-cible (Immmoglcobuline T ? FELDMANN et NOSSAL, 1972)>

Des macrophages de souris deviennent également cytotoxiques en
présence d'une allogreffe : il est probable que le contact des lymphocytes

d'origines différentes entraine une sécrétion de S.M.A.F.

2) Armement non spécifique

. Dans la cytotoxicité non spécifique les macrophages sont également
armés par des lymphokines produites par les lyinphocytes incubés avec l'an-
tigéne auquel ils sont sensibles (LOHMANN-MATTHES et coll., 197323;6
KRAHENBUHL et coll., 1973, Car 1'effet inhibiteur de 1'infection par

Nippostrongylus brasiliensis sur la croissance d'une tumeur chez la souris

est supprimé par traitement des animaux au sérum antilymphocytaire
(KELLER et JONES, 1971)2?80r les surnageants de culture des lymphocytes
d'animaux immuns n'ont pas d'activité cytotoxique, mais rendent cytotoxi-
ques des macrophages normaux (JONES et YOUMANS, 1973)1?3C‘est donc bien
un facteur soluble lymphocytaire qui arme les macrophages. De nombreux
auteurs ont identifié des produits activateurs du macrophage, libérés
par les lymphocytes : FOWLES et coll., 1973‘3;9 GODAL et coll., 1971“4;7
KRAHENBUHL et REMINGTON, 197122? MACKANESS, 1971:24;4 PATTERSON et YOUMANS,
19703.03Ces divers facteurs qui arment non spécifiquement les macrophages
sont globalement désignés actuellement sous les initiales de M.A.F.
(Macrophage Arming Factor) .

Notons ici que les macrophages doivent &tre orésents pendant
la culture des lymphocytes T sensibles & des antigénes thymo-dépendants

pour que certaines (sinon toutes) lymphokines soient produites, telles que

facteur chemotactique des monocytes (CFT) et facteur d'armement des ma-
crophages (MAF), alors qu'avec un antigéne thymo-indépendant, les lympho-
Cytes B seraient activés directement et capables de sécréter leurs lym—
phokines (WAHL et coll. ’ 1975)3?6L‘on retrouve dans cette différence de
comportement, le schéma d'activation des lymphocytes déja décrit dans

la réponse humorale.
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A cbté des lymphokines, les macrophages peuvent &tre armés
par des anticorps cytophiles, soit de la classe IgG (GRANGER et WEISER,
1966)15:4 soit de la classe IgE (CAPRON et coll., 1975)73

Enfin, des macropk/lages stimulés in vivo par de la protéose-
peptone sont capables d'inhiber in vitro le développement de tumeurs syn-—
géniques (KELLER, 1973)°0° |

Si 1l'armement des macrophages par un facteur spécifique ne pose
pas trop de probléme quant 3 la sélectivité d'action des cellules sur la
cible, il n'en va pas de méme dans le cadre de 1'immunité non spécifique.
Selon quel critére les macrophages armés "choisissent"-ils pammi toutes
les cellules de 1l'organisme celle qui doivent étre détruites ?

HIBBS et coll. (1972)169émettent' 1'hypothése que 1'action non spé-
cifique des macrophages armés s'exerce i l'encontre de cibles présentant
des caractéristiques anormales de croissance. PIESSENS et coll. ( 19755
constatent de méme que l'activité antitumorale non spécifique de macro-
vhages armés par des surnageants de culture lymphocytes-antigéne, s'exerce
contre des cellules tumorales syngéniques, mais pas:vis-3-vis de cellules
syngéniques normales. Ces observations sont malheureusement en désaccord
avec celle de JONES et coll. (1975) aui notent que des souris stimulées
intrapéritonéalement par du Corynebacterium tué ont des macrophages cyto-
toxiques pour des cellules enbryonnaires syngéniques normales. La cytoto-

xicité est mesurée par relargage de chrome 51, méthode peut—étre 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 a la trypsine.

Remarquons toutefois pour tenter de réconcilier ces observations
apparamment contradictoires, que les cellules embryonnaires choisies par
JONES sont également des éléments 3 croissance "anormale".

Que ce soit par des facteurs lymphocytaires ou des facteurs séri-
ques immnoglobuliniques, dans 1'immunité spécifique comme dans 1'immunité
non-spécifique, les macrophages armés ne sont "activés" qu'au moment du
contact avec l'organisme-cible (EVANS et ALEXANDER, 1972)1?5

Que se passe~-t—-il dans les macrophages au moment de leur acti-

vation et quel est le support de leur cytotoxicité.
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C) Mécanismes cellulaires de la cytotoxicité

1) Phagocvtose accrue

L'une des premiéres manifestations de 1l'activation des macropha-
ges est une endocytose accrue (phagocytose de particules ou pinocytoses
de milieu liquide) : les particules de carbone (clearance du carbone) ou.
des germes radiomarqués sont plus rapidement éliminés de la circulation
sanguine chez les animaux tuberculeux (BIOZZI et coll., 1954f%11iﬂnmni—
sés par Salmonella tyohi (BIOZZI et coll., 1955fMet Corynebacterium par-
vum (HALPERN et coll., 19639?811 en est ainsi avec la plupart des agents

qui déclenchent l'activation des macrovhages. Ces cellules possédent

sous la membrane plasmique un réseau de microfilaments de type actomyo-
sinique qui semble jouer wn rdle trés important dans 1'endocytose
(ALLISON et coll., 1971). Ce systéme est bloqué de manidre réversible
par la cytochalasine. La méme substance inhibe le phénoméne inverse
(1'exocytose d'histamine et de sérotonine) au niveau des mastocytes au
moment de la fixation d'un antigéne sur les IgE spécifiques localisées
sur la marbrane mastocytaire. Endocytose et exocytose nécessitent la
présence d'ion catt (RABINOVITCH, 1967?33

Parmi les facteurs avancés pour expliquer cet accroissement de
la phagocytose, les plus importants semblent les opsonineé et les anti-
corps cytovhiles. Les anticorps cytophiles ont été définis par BOYDEN
(l964f5comme des camposants globuliniques du sérum qui s'attachent a
certaines cellules en les rendant capables d'adsorber spécifiquement un
antigéne. Ces anticorps sont le plus souvent de la classe des IgG2 chez
la souris et le cobaye. Les macrophages possédent des récepteurs spéci-
fiques des IgG et des IgM (HUBER et FUDENBERG, 1968 + HUBER et coll.,
' 1971}?3Le traitement var la trypsine abolit la capacité de destruction
de la cellule—cible, activité qui est retrouvée par incubation des macro-
phages dans le sérum d'un animal immmn.

La fixation des anticorps cytophiles aux macrophages les rend
spécifiquement récepteurs aux antigénes des cellules~cibles, permettant

leur spécificité d'action.
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La présence sur la membrane macrophagique de récepteurs pour
le fragment Fc des immunoglobulines, rend les macrophages capables d'adhé-
rer & des cellules recouvertes d'opsonines, anticorps spécifiques des
antigénes de l'organisme—cible, fixés par leur extrémité Fab, et dont 1'ex-
trémité Fc est disponible pour les récepteurs du macrophage. L'étroit con-
tact qui découle de la fixation du macrophage a la cellule-cible, par
les anticorps cytophiles ou par les opsonines, conduit soit 3 1'endocy-
tose, soit 3 la lyse. .

La fixation d'immunoglobulines natives n'induit pas d'endocy-
tose. En revanche, la jonction de 1l'anticorps & son déterminant antigé-
nique spécifique, induit une altération de configuration (transition
allostérique) de 1'immunoglobuline, qui se répercute au niveau du récep-
teur Fc du macrophage et déclenche le processus d'endocytose et d'acti-
vation. C'est ainsi que des immunoglobulines aggrégées par chauffage
sont suffisamment altérées pour induire ce mécanisme (HESS et LUSCHER,
1970;6%t que certains immuncomplexes sont rapidement endocytés (SORKIN
et BOYDEN, 1959f?2Leur fixation entraine 1'activation du macrophage
(HEISE et coll., 1968;§BUne activation semblable est obtenue au moment
de la fixation d'un macrophage @la cellule-cible par 1'intermédiaire des
anticorps cytophiles (ALLISON, 1972)°.

Il faut noter toutefois que ces anticorps cytophiles sont faci-
lement déplacés : il est probable que la facilitation de la croissance
tunworale observée par KELLER et JONES (1971f9ghez des rats infectés par
Nippostrongylus brasiliensis depuis plus de 10 jours est la conséquence
d'un tel déplacement. En effet, les anticorps cytophiles anti-tumoraux

seraient déplacés a la surface des macrophages par 1'inondation des
anticorps cytophiles & spécificité parasitaire, entrafnant une augmen-—
tation de la croissance de la tumeur. Cet effet de faciliation est d'ail-
leurs transférable par le sérum des rats parasités.

L'injection du dérivé protéique purifié (PPD) qui est une forme
purifiée de la tuberculine, dans la cavité péritonéale de rats immunisés
par BCG, fait chuter le nombre de macrophages péritonéaux (NELSON et
BOYDEN, 19615°°1963°} NELSON et NORTH, 1965)°"

encore possible de récupérer, ne forment pas de rosettes avec des hématies

Les macrophages qu'il est
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recouvertes de PPD. Cette r@action négative est due au blocage des anti-
corps cytophiles présents sur les niacrophages, par le PPD injecté avant

361
le prélévement de 1'exudat péritonéal (SODOMANN et HAFERKAMP, 1969).

L'accroissement de la phagocytose semble donc une conséquence
- de la fixation d'immuncamplexes & la surface des macrophages. En plus
des récepteurs du Fc, les macrophages poss@dent des récepteurs pour le
composant C3 du complément, qui leur permettraient la fixation 4'immun-
complexes porteurs du complément, ou au moins du C3, entrainant 1l'acti-
vation et 1l'endocytose (WELLEK et coll., 1975)4?8

Enfin, 1' endocytose est accrue par des préparations contenant

de 1'interféron (HUANG et coll., 1971)°

2) Mobilité diminuée

Lorsque s'installe 1'hypersensibilité tuberculinique chez le
cobaye, les lymphocytes incub&s avec du PPD provoquent un arrondissement
des macrophages péritondaux d'un animal normal. Les vhagocytes perdent
leur mobilité et s'aggrégent aux lymphocytes (SALVIN et coll., 1971)%°

Ces mémes transformations des macrophages s'observent avec les
surnageants acellulaires des cultures de lymphocytes avec 1'antigéne
auquel ils sont susceptibles. GALINDO ( 1972)'4%bserve en microcinémato—~
graphie un phénoméne analogue avec des macrophages alvéolaires de
lapins, immunisés par du bacille tuberculeux, en présence de PPD :
les macrophages non seulement forment des amas mais fusionnent en cellu-
les géantes multinucléées telles que ROKITANSKY en décrivait en 1855°2
dans les tissus tuberculeux, et telles qu'on ‘en trouve dans toutes les
réactions inflammatoires d'hypersensibiiité retardée au point d'injection
de 1'antigéne spécifique. Cette perte de mobilité est mise en &vidence
et utilisée en diagnostic dans 1'inhibition de la migration des macro-
phages par le M.I.F. (facteur inhibiteur des macrorhages, lymphokine
produite par les lymphocytes immuno-compétents).

Il est & noter que 1'injection de MIF quelques heures avant
1'implantation d'hépatocytes tumoraux au méme site supprime la croissance
de la tumeur (BERNSI‘EIN et coll., 1971)3? L'analyse histologique du site
- de la réaction ne le distingue pas d'une réaction d'hypersensibilité retar-
“dée : infiltration lymphocytaire et cellules épithélioides géantes.
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Cette observation rejoint celle de Mc GREGOR et LOGIE (1975)%°
qui montrent que la croissance du parasite Francisella tularensis est
inhib&e au niveau du point d'inoculation lorsqu'il est injecté en mé-
lange avec du BCG chez un animal immun 3 Listeria. Cetté inhibition n'a
pas lieu si 1'on inverse les germes par rapport au germe d'immunisation.
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'antigne spécifique chez un
animal hyrersensible est suivie de 1'apparition dans sonsérum de deux
lymohokines : MIF et interféron de type II (SALVIN et coll., 19733,37197533;8
YOUNGNER et SALVIN, 1973)*2°

Cette immobilisation des macrophages favorise la fixation de
l'agent infectieux au point de pénétration dans 1'organisme et crée un
microenvironnement défavorable & son développement, &tant agressé par
les mécanismes de cytotoxicité spécifique et non spécifique localement

activés.

3) Surface modifiée

L'altération de la mobilité et de la forme des macrophages est
probablement liée au fait que la surface des phagocytes activés par un
médiateur est modifiée : 1'adhérence des cellules au support est trés
forte pendant 48 heures (DY et coll., 1974) et la mobilité des voiles
hyaloplasmiques est augment@e (NATHAN, 197 1)2?ol'activité de l'adényl-
cyclase membranaire (REMOLD-O'DONNELL et REMOLD, 1974)3
tion de la glucosamine (HAMMOND et DVORAK, 1972)16%ont €&galement accrues.

17 )
et 1'incorpora-

La microscovie é&lectronique révéle une décroissance de la den-
sité aux électrons du matériel de surface (DVORAK et coll., 1972)".9
L'activation in vivo entralne &galement des altérations de surface
(MACKANESS, 1970)2?3Cet &claircissement de surface dans les images
de microscopie €lectronique s'observe aussi in vivo au.niveau des macro-
phages qui participent au rejet de tumeur, ainsi que dans les macropha-

ges inhibés par le MIF (DVORAK et coll., 1973)%°
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les cellules tumorales et les cellules transformées présentent
aussi des altérations de surface, telles que différence de charge, diffé-
rence d'agglutinabilité mar 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 & ces cellules, et d'expliquer ainsi 1'apparente sélec-

tivité d'action des macrophages vis-3-vis de cellules néoplasiques.

4) Production de toxines

Des cobayes sensibilisés par du BCG, ou de la sérumalbumine
picrylée, ou de la gamma-globuline bovine, possé&dent des macrophages qui,
en présence des lymphocytes et de 1'antigéne sensibilisant, sont armés
pour développer une importante bactéricidie vis-d-vis de Listeria mono-
Cytogenes. Or cette activité listericide subsiste aprés élimination par
lavage des lymphocytes et des antigénes (SIMON et SHEAGREN, 1971)3?3

Par conséaguent, les macrophages mettent en oeuvre un mécanisme

de cytotoxicité propre déclenché par le contact avec la cellule cible.

Aprées 48 heures de culture avec les cellules cibles (EVANS et
ALFXANDER, 1970fzéu 48 heures aprés 1l'activation par une endotoxine
(ALEXANDER et EVANS, 1971, 1'activité cytotoxique disparait. Elle peut
cependant étre ranimée par une nouvelle stimulation par 1'endotoxine
(REED et LUCAS, 1975f16Ces derniers auteurs ont identifié& une toxine,
libérée par les macrophages, méme normaux, dés leur fixation sur le
support de culture in vitro et qui est produite pendant la période de
cytotoxicité de 48 heures, mais dont le meximum est atteint déja entre
4 et 8 heures. Il y a moins de toxine dans le milieu lorsque les cellules-
cibles sont présentes dans la culture.

SETHI et coll. (1974fsgnt identifié une substance listericide
dans les surnageants de 5 heures de culture de macrophages péritondaux

d'animaux immunisés avec Listeria monocytogenes en vrésence de germes

tués. Les surnageants de ces cultures s'opposent 3 la croissance des
bactéries in vitro et montrent de la cytotoxicité vis-3-vis de cellules T.
Le taux extracellulaire des enzymes lysosomiales n'est pas plus élevé

que celui obtenu avec des macrophages normaux cultivés dans les mémes
conditions. Ces'macrophages immuns présentent 1'aspect “"activé" habituel

et sont le siége d'une forte activité listericide intracellulaire.
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Plusieurs cytotoxines excrétées par les macrophages ont été

) 311
identifiées (HEISE et WEISER, 1969 PINCUS et coll., 1970°; Mc IVOR
223 251
et WEISER, 1971°*° KRAMER et GRANGER, 1972°% MELSOM et coll., 1974 ;

{

CALDERON et coll., 1974)7

5) Inflation enzymatique et exocytose des hydrolases

Morphologiquement, le macrovhage activé est caractérisé par
une augmentation de la taille des cellules, un développement important
de l'appareil de Golgi, une aﬁgn‘entation du nombre des mitochondries et
des lysosomes (SUTTON, 1967)3? 4C'est cependant essentiellement au niveau
du métabolisme que les macrophages activés se distinguent des macropha-
ges quiescents : les enzymes hydrolytiques, localisées par fractionne-

ment cellulaire dans les lysosomes, augmentent fortement '(HARD, 197016,3

SATTO et SUTER, 196%34;—5JOSEPH, 1974)19? les macrophages qui s'accumulent
localement au niveau d'une réaction d'hypersensibilité retardée présen-—
tent un net accroissement des activités béta-glucuronidase, béta-galac—
tosidase, vhosphatase acide, succinodeshydrogénase et cytochrome oxydase
(DANNENBERG y 1968) ° Les taux enzymatiques 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-
tions inflammatoires in vivo, sont responsables d'une exocytose des
enzymes lysosomiales des macrophages : amiante (DAVIES et coll., 1974)519
plaque dentaire (PAGE et coll., 1973)3(,)1 mnunconxplexes (CARDELIA et coll.,
1974Y’% parois cellulaires de Streptocoques (DAVIES et coll., 1974
PAGE et coll., 1974)3(,)2la cytochalasine B (DAVIES et coll. ,1973)1?1Ce relarga-
ge massif et rapide, se produit en absence de toute mort cellulaire et |
s'accompagne d'un accroissement considérable du taux des enzymes cyto-
plasmiques (lacticodeshydrogénase, leucine-béta-naphtylamidase, par
exemple) . En revanche, la silice, qui est toxique pour les macrophages
et dont les groupements hydroxylés forment des ponts hydrogénes avec les
phospholipides de la membrane macrovhagique, ne provoque pas de relargage
enzymatique. L'importance de cette exocytose dans la cytotoxicité médiée
par les macrophages est encore problématidque. '
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Il est possible que les réactions d'hypersensibilité retardée

334
provoquent in situ un relargage enzymatique (SAITO et SUTER, 1965). Les
hydrolases acides, surtout la béta—glucuronidase, augmentent fortement

dans le plasma de souris vaccinéesavec du BCG.

La plus grande partie des traVaux consacrés a la stimulation
des fonctions macrophagiques a été réalisée avec les divers lipopolysac—
charides (LPS) (ou lipopolyosides) des bactéries gram—négatives.

L'addition de IPS d'E. c0li & 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 stimulées (ALLISON et coll., 1973)'"° Les enzymes non-lysosomiales
(évaluées sur le taux de LDH et de leucine-naphtylamidase) doublent
leur taux et restent dans les cellules.

L'endotoxine de Salmonella abortus equi active les macrophages
85
)

péritonéaux murins in vitro (COHN et BENSON, 1965) : augmentation de la

taille et du nombre des granules 3 activité phosphatasique acide, hyper-
trophie de 1'appareil de Golgi, augmentation du ﬁombre et de la taille
des lysosomes (COHN et coll., 1966??th1ndcrogramme par ml de LPS aug-
mente la phagocytose d'or colloidal et de bactéries. '

Le LPS stimule l'activité bactéricide des polynuclééires (Comn
et MORSE, 1960f4et des macrovhages (AUZINS et ROWLEY, 1962f1; ces derniéres
cellules voient également leurs phosphatases acides augmenter. WEISSMANN
et THOMAS (1962foént montré que 1'injection au-jeune lapin d'endotoxine

d'Enterobacter asrogenes augmente la labilité des lysosomes isolés immé-

diatement aprés ; le taux sérique des hydrolases acides s'accroit. Ces
deux effets sont atténués par 1'induction d'une tolérance 3 1'endotoxine
(JANOFF et coll., 1962)5

L'exocytose enzymatique des macrophages est probablement la
cause de 1l'hyperréactivité des animaux aux endotoxines, & la suite de
certaines immunisations. En effet, s'il faut injecter plus d'un milli-
gramme de LIPS d'E. coli & des souris normales pour tuer la moitié des
animaux et tripler le taux de b&ta-glucuronidase plasmatique, 1'injec-
tion de 0,4 microgrammes seulement de cette endotoxine & des souris

immunisées par le BCG depuis dix 3 quinze jours, entraine la mort de
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80 p. cent des animaux et accroit de 100 fois le taux plasmatique de
béta-glucuronidase. Par une série d'injections intrapéritondales de doses
minimes mais croissantes de LPS, il est possible de désensibiliser les
souris immunisées par le BCG. Ces animaux ne lib&rent plus autant de
@ —glucuronidase et leur mortalité diminue aux fortes doses de LPS.
Or le taux intracellulaire (foie, macrophages périton&aux, leucocytes
sanguins) de cette enzyme est identique avant et aprés désensibilisation.
L'endotoxine intervient probablement au niveau de la membrane lysosomiale
(SATTO et SUTER, 1965)-°

I1 a été possible de détoxifier 3 pg/ml d'endotoxine de Salmo-

nella enteritidis par des extraits cellulaires de macrophages péritonéaux,

alvéolaires et hépatiques de rats (les concentrations protéiques des
extraits &tant de 0,5 mg/ml) . Avec les fractions lysosomiales de ces
broyats, 1l'endotoxine est détoxifiée par des concentrations protéiques
minimum de 12 microgrammes par ml. Les broyats de monocytes et de polynu-
cléaires sont inefficaces (FILKINS, 1971a 2t b)o'

Ces observations laissent supposer que les lysosomes des macro-

phages jouent un rdle important dansles germes pathogénes d'une infection.

Les parois cellulaires des streptocoques du groupe A produisent
également une activation des macrophages. Jusqu'd 10 Pg/ml 1'augmentation
des enzymes est purement intracellulaire. Au deld et jusqu'a 50 Pg/ml, il
Yy a une forte exocytose des enzvmes lysosomiales dans le milieu, sans
traunatisme cellulaire (les enzymes non.-lysosamiales augmentent dans les
cellules mais ne sont vas exocytées). Chez le sujet normal, l'injection
de ces parois cellulaires provogue une réaction inflammatoire chronigue
infiltrée de macrophages (PAGE et coll., 1974)392

L'élévation du taux enzymatique lysosomial chez le macrophage
activé constitue-t-elle un mécanisme de la cytotoxicité ? On peut se le
demander car, si HIBBS (1974fﬂg.montré le passage de vésicules lysoso-
miales dans les cellules-cibles, et par M. CAPRON (1974fndes images
de microscopie électronique présentant une véritable trépanation des
schistosomules de S. mansoni par des pseudopodes macrophagiques, pilu-
sieurs auteurs ont relevé un blocage des mécanismes enzymatiques autour

d'agents infectieux intracellulaires vivants :
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HART et ARMSTRONG (1974)16%otent que les mycobactéries ingérées
par des macrophages péritonSaux de souris in vitro, et contenues dans les
phagosomes peuvent étre classées, par microscopie électronique, en deux
catégories : "endommagées" et "intactes". La fusion des lysosomes secon-
daires, marqués & la ferritine, avec les phagosomes contenant des orga-
nismes endommagés (présumés morts) est générale pour toutes les espéces
mycobactériennes examinées par les auteurs. En revanche, la fréquence de
fusion avec les phagosomes contenant des populations intactes (probable-
ment vivantes) semble dépendre de la virulence du germe pathogéne, cette
fusion é&tant beaucoup moins fréquente avec du bacille tuberculeux viru-
lent qu'avec une souche avirulente.

Ie méme phénoméne a été observé par JONES et HIRSH (1972)195avec
le parasite Toxoplasma gondii pour lequel les lysosomes ne fusionnent pas

avec les nhagosames contenant des parasites vivants.

Ces éléments indiquent donc que 1'agression enzymatique n'est
pas le mécanisme de la cytotoxicité, mais qu'il compléte un ou d'autres
processus mis en oeuvre par les macrophages contre la cible choisie.

6) Autres mécanismes cvtotoxicues

L'existence d'autres mécanismes cytotoxiques dont disposeraient -
les macrophages pour vaincre les agents infectieux sont beaucoup plus con-
jecturaux.

Pour ALLISON (1972)9, 1'un des mécanismes cytotoxiques du macro-
phage pourrait étre une activation locale d'une partie du systéme du com-
plément dont les macrophages possédent plusiéurs composants. De toute
fagon, la cytotoxicité des macrophages ne nécessite pas de complément
extrinsdque (Mc IVOR et WEISER, 1971)%%°

FAUVE et HEVIN (1971)% quant & eux, soulignent 1'importance des
radicaux libres dans 1l'activité bactéricide des macrophages, dont 1'origine
serait le sYstéme transferrine~acide ascorbique. On sait que les macropha-
ges synthétisent la transferrine, et leur teneur en acide ascorbique est
importante. Il serait intéressant de comnaftre dans quelle mesure les di~
vers immunostimuilants utilis@s sont camables de modifier l'efficacité bac-
téricide d'un tel systéme. '
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—= CONCLUSION

Le macrophage est un acteur capital des mécanismes d'immunité
a médiation cellulaire, spécifique et non spécifique. Son intervention

in vivo senble se produire en deux étapes :

a) une phase d' "information" ou de sensibilisation, par des lymphokines
sécrétées par les lyvmphocytes lorsqu'ils entrent en contact avec
l'antigéne auquel ils sont sensibles ; cette phase aboutit 3 1'armement
spécifique ou non spécifique du macrophage et & son attraction sur les
lieux de 1l'intrusion d'antigénes étrangers ; et

b) une phase d'activation, lorsque le macrophage entre en contact avec

l'antigéne contre lequel il a été armé.

Cet armement des macrophages est réalisé soit par les média—
teurs lymohocytaires, qui ont probablement une activité cytophile pour
les cellules phagocytaires mononucléées, soit par des anticorps cytophiles
I0G et des réagines IgE.

Quant a l'activation des macrophages, elle aboutit 3 les rendre
cytotoxiques pour de nombreux organismes, tels que bactéries, champignons,
parasites, cellules tlmbrales ou greffes allogéniques.

Cette activation se marque var une phagocytose intense ou par
une adhérence trés forte d la cible, deux phénoménes facilités par les
anticorps cytophiles et opsonisants. Elle se traduit également par une
immobilisation des macrophages au point d'action sur les cellules~-cibles,.
immobilisation qui semble &tre sous la dépendance de lymphokines.

Ie macrophage activé voit sa sﬁrface se modifier. Il excréte
des toxines qui semblent porteuses d'une importante activité bactéricide.
Son métabolisme s'accroit considérablement et princivalement son contenu
en enzymes lysosomiales hydrolytiques. Le r8le des enzymes dans la cytoto-
xicité est cependant loin d'étre clair : ALEXANDER et EVANS (1971)®notent
que les endbtoxines bactériennes, qui déclenchent une forte synthése enzy-
matique dans les macrophages et un relargage de ces protéines vers 1l'exté-
rieur, rendent des cellules péritonéales capables de tuer non spécifiquement

des cellules-cibles avec lesquelles elles entrent en contact.
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Il est possible que 1l'activité cytotoxique soit la résultante
de toute une gamme de mécanismes parmi lesquels il faut ajouter des compo-
sants du complément que poss@de le macrophage et 1'intervention de radicaux
libres dans un systéme d'oxydoréduction basé sur 1'acide ascorbique et la
transferrine.

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 1'immmité cellulaire et que 1'immunité non spéci-
fique & des limites : des rats immunisés avec Listeria monocytogenes s'oppo-

sent & la croissance du méme germe mais pas 3 celle du parasite Francisella
tularensis, alors que des rats immunisés avec le parasite s'oppose i la
croissance des deux tyves de microorganismes (Mc GREGOR et IOGIE, 1975)2.3 °
La composition chimique et le métabolisme de ces agents infectieux jouent
probablement un r8le primordial sur la nature et 1'ampleur des mécanismes
imunitaires stimulés.

C'est ce qui conserve tout son intérét 3 1'analyse biochimique

détaillée des organismes infectieux et de leurs diverses fractions.

IT - LES STIMULANTS DU MACROPHAGE

Trés peu de publications rapportent des expériences de stimula-
tion directe des macrophages dans un syst@me in vitro débarrassé des autres
cellules susceptibles d'interférer. la plupart des observations concernant
1l'activation des macrophages ont été réalisées in vivo, ol les interactions
cellulaires jouent certainement un grand rdle.

Comme nous l'avons vu dans le paragraphe vrécédent, les substances
qui stimulent non spécifiquement les macrophages sont innombrables.

La simple introduction de liquide de Hanks stérile dans la cavité
péritonéale d'un animal déclenche une ascite ol les macrophages constituent en

quelques heures la population dominante.
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La banale injection intrapéritonéale d'eau physiologique modifie
légérement le taux enzymatique des macrophages par rapport 3 celui des cellu-
les non "irritées".

, Cependant, cette simple irritation des macrovhages est insuf-
fisante pour activer efficacement et durablement les vhagocytes vis-a-vis
~ des cellules-cibles. Les substances stimulantes interférent directement ou
indirectement avec des récepteurs de surface ou des composants de la membrane
des macrophages, modifiant ainsi leur métabolisme et leur physiologie, tel que

nous l'avons décrit précédemment.

A) Adjuvants mycobactériens

Certaines des fractions extraites des Mycobactéries, qui possé-
dent une activité adjuvante sur 1'immunité humorale, aboutissent 3 une sti-

mulation des macrophages.

1) Le cord-factor

L'injection intrapéritonéale de cord-factor & des souris augmente
1'activité phosphatasique acide des macrophages péritonéaux (BEKIERKUNST
et coll., 197 1)26et protége les animaux contre des infections non spécifiques
ou contre la croissance d'une tumeur ascitique d'khrlich. |

Il se produit une importante infiltration de macrophages dans
le granulome formé par le cord-factor injecté en émulsion d'huile dans 1'eau,
au niveau des coussinets plantaires de souris, et dans les ganglions drainants.

L'injection intratumorale de parois délipidés et déprotéinisées
de BCG additionnées de cord-factor en émulsion dans 1'huile, permet la régres—
sion des tumeurs chez 83 % des animaux, alors que les parois seules ne donnent
que 33 % de régressions (BEKTERKUNST, 1974)°

2) La cire D
KELLER et SORKIN (1967)208nt proposé le terme de cytotaxines pour

les substances douées de propriétés chemotactiques pour les macrophages et les
autres leucocytes. Telle serait la ciré D qui présente une importante activité’
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granulomateuse lorsqu'elle est injectée dans une &mulsion d'eau dans 1l'huile
(WHITE et coll., 1955§ . Cette activité est cependant trds faible lorsque la
cire D est introduite sur des goutelettes d'huile en suspension dans 1l'eau
(BERKIERKUNST et coll., 197 1)2.7 Les macrophages infiltrés dans les granulomes
sont fortement activés. '

Ie résidu de 1'extraction méthanolique des mycobactéries stimule
la résistance aux tumeurs en potentialisant la réponse cellulaire aux antigénes
tumoraux (KUPERMAN et coll., 1972)2.271es macrophages participent efficacement
a l'activité anti-tumorale induite par cet extrait.

4) Ie Poly-Pa

ILe polyglycane—qlycopeptide azoté de Dani&le MIGLIORE et JOLLES

57 . . . s s e
(1972)2 ne stimule pas le pouvoir phagocytaire du systéme réticulo~endothélial
de la souris, mais montre une certaine action anti-tumorale (WERNER et coll.,

1974)'°°

Le facteur mycobactérien adjuvant et antitumoral stimule 1'immu-
nité antitumorale lorsqu'il est injecté avec des cellules leucémiques tudes
(51U, 1972)7 '
stimulation spécifique par les lymphokines dont la production est facilitée

par la présence de MAAF ? Il est difficile actuellement de le préciser.

S'agit-il d'une activation directe des macrophages ou d'une

JOHNSON et coll., 1974198nt obtenu une activation in vitro des
macrophages en incubant des cellules d'un exudat péritonéal de souris pendant
18 & 24 heures avec 50 pg de WSA. Les cellules présentent une cytotoxicité de

50 % vis-a-vis de cellules leucémiques syngéniques.
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L'Interphase Material, isolé au cours du fractionnement de parois
de M. smegmatis par des solvants organiques et qui est une préparation micropar-
ticulaire, riche en lipides, est capable d'activer in vivo et in vitro des
macrophages qui deviennent capables d'inhiber la croissance du mastocytome

P815 (Juy, 1974)%°

B) Autres stimulants des macrophages

1) L' EBP

L'extrait bactérien phospholipidique de FAUVE et HEVIN (1975)° accé—
lére la clearance de Klebsiella ou de Salmonella chez la souris. Le pouvoir
bactéricide des macrophages hépatiques et spléniques est trés augmenté envers
Listeria. Ce mélange de phospholipides, extraits de toute une série de bacté-
ries, n'est vas toxique et n'entraine que peu de modification de la formule '
sanguine ; on ne note pas d'aplasie thymique ni d'hépato et de splénomégalie.

I1 semble que 1'EBP, qui est également un mitogéne B, agisse
principalement sur les macrophages, améliorant ainsi la coopération T — B
lymphocytes dans la réponse humorale (MARCHAL, 1975)2?0

2) leNWSM

Le mitogéne hydrosoluble de Nocardia stimule in vivo et in vitro

des macrophages qui deviennent capables d'inhiber la croissance de mastocy-

tomes et celle des cellules L 1210 (BONA et coll., 1974)'0°°

3) Corynebacterium parvum

Ce microorganisme donne des macrophages cytotoxiques méme chez

des souris thymodéficientes, alors que le polynucléotide synthétique poly I : C

n'agit pas chez des souris sans thymocytes (WOODRUFF, 1974)4.22
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Les endotoxines des bactéries gram-négatives (en général le lipo-
- polysaccharide d'E. coli ou celui de S. typhosa) sont responsables d'une forte
auginentation des activités lysosomiales des macrophages (ALLISON, 1974)“.

GERY et WAKSMAN (1972)14sindiquent que les macrophages traités
par le IPS libérent un facteur qui stimule les lymphocytes. Ce méme facteur
a 6té partiellement purifié par CALDERON et coll. (1975F- Il faut rapprocher
ces observations de celles de DIAMANTSTEIN et UIMER (1975)‘07qui notent que la
stimilation de la synthése d'ADN par les lymphocytes lors d'addition exogéne
de GMP nécessite la présence des macrophages. Ceux—ci relarguent un facteur
non-dialysable, actif &galement en présence d'autres mitogénes (PHA, IPS) et
qui stimule essentiellement les lymphocytes T. Ce nucléotide cyclique serait
donc mitogéne, au moins partiellement, par 1'intermédiaire d‘'une activation

des macrophages.

5) Signalons enfin que de trés faibles quantités d'his-
tamine augmentent 1l'activité phagocytaire des macrophages (KATO et G6ZSY,
1964)2?1nécanisme qui pourrait intervenir dans le probléme principal de notre
travail : 1l'immunité & la réinfection dans la schistosomiase expérimentale.

CONCLUSION

Nous évoquions, dans 1'introduction du chapitre 2, le bienfait
que constituerait 1'identification et l'iéoletnent de constituants actifs soit
sur l'immunité 3 médiation humorale, soit sur 1'immunité 3 médiation cellulaire,
selon le but souhaité de la thérapeutique.’

Or, il apparait qu'avec la plupart des substances actuellement
isolées, il est possible de stimuler aussi bien 1'un que 1'autre type d'immu-
nité, en partie parce que le macrophage intervient aux deux niveaux pour
augmenter 1'efficacité des mécanismes.

" Cependant, il convient de mettre & part le muramyl-dipeptide
isolé de la paroi de la plupart des bactéries, maintenant synthétisé indus-
triellement, et qui semble &tre un adjuvant purement humoral. On aurait 15
une structure, sinon la structure, de base des substances stimulatrices de la
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synthése des immunoglobulines. Il est possible que 1'immunité cellulaire,
quant a elle, puisse &tre potentialisée, et elle seule, par d'autres molé-

cules bien définies. Il apparaitrait alors que si le macrophage intervient

dans 1'un et l'autre cas, c'est par 1l'activation de deux fonctionsdistinctes,

dans les microorganismes, capables de développer 1'immunité spécifique et non
spécifique. Il n'est d'ailleurs pas exclu que ces deux fonctions distinctes

soient assurées par des classes différentes de macrophages que 1'expérimenta-

397

|

déclenchées chacune par l'une des molécules attachées 3 ce réle et contenues
tion camence a révéler (WALKER, 1974). :
|

r

|
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INTRODUCTION

L'immunité 3 la réinfection par Schistosoma mansoni chez le

rat, se caractérise par une importante augmentation des immunoglobulines E
(ou réagines). '

Or, 1l'un des mécanismes principaux par lesquels les animaux par-—
viennent & détruire les larves de réinfestation et & se protéger contre une
nouvelle infection, est constitué par 1'armement spécifique des macrophages
avec les IgE et plus précisément avec des immuncomplexes IgE-antigénes para-
sitaires lorsque ceux-ci sont 1libérés dans la circulation au cours du rejet
des vers adultes de l'infection initiale.

Cet armement des macrophages leur permet, au moins in vitro,
d'adhérer étroitement et durablement aux schistoscmules et d'exprimer une
cytotoxicité importante capable de tuer un fort pourcentage de larves en
une vingtaine d'heures.

Dans ce travail, nous avons cherchg, par 1'utilisation de quel-
ques substances adjuvantes, 3 stimuler non spécifiquement 1'activité mé&tabo-
lique des macrophages pour augmenter leur cytotoxicité dans le systéme in vi-
tro macrophage - IgE - schistosomules.

Pour cela, nous avons tout d'abord testé l'effet d'un certain

nambre de substances, in vivo et in vitro, sur des macrophages péritonéaux

de rats normaux, en mesurant le taux intra et extracellulaire de quelgques
enzymes lysosomiales et cytopmlasmiques.

Puis, nous avons armé les macrophages, ainsi activés, avec les
IgE contenues dans le sérum de rats infestés dépuis des temps variables, et
avons évalué leur cytotoxicité vis-3-vis de larves de schistosomes marquées
par du chrome 51 radioactif. le chrome, fixé sur les protéines intracellu-
laires, est relargué dans le milieu de culture i la mort des cellules et
permet de juger de 1'intensité de 1l'agression macrophagique sur sa cible,
par la mesure de la radiocactivité gamma libérée dans le surnageant.

L'activation du macrophage a donc constitué 1'une des voies
de potentialisation du mécanisme destructeur des larves par ces cellules.

L'autre aspect du probléme est 1ié aux inmunoglbbulines E.
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Le taux sérique global des IgE augmente fortement entre le
20&me et le 40&me jour de l'infection par S. mansoni chez le rat Fischer,
pour atteindre un maximum entre 40 et 50 jours. Nous avons cherché d poten-
tialiser la production de ces; immunoglobulines en injectant aux animaux,
au moment de 1'infestation expérimentale, des adjuvants humoraux suscepti-
bles d‘augmenter le taux maximum observé chez les animaux non immunostimulés.

Nous avons utilisé : une bactérie connue pour son effet poten-
tialisateur des réagines : Bordetella pertussis (agent de la coqueluche), le
IPS de Salmonella typhosa (agent de la typhoide), une lipoprotéine extraite

du liquide hydatique du parasite Echinococcus granulosus, le WSA (Watersolu-

ble adjuvant) isolé de Mycobacterium smegmatis, et un antigéne mycobactérien

isolé par nous-mémes de M. smegmatis et M. phlei. La premiére partie du

chapitre suivant a pour but de décrire 1'isolement, la caractérisation phy-

sico-chimique et les propriétés biologiques de cette derniére substance.
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I — ISOLEMENT D'UNE FRACTION ANTIGENIQUE MYOOBACTERIENNE : L'ANTIGENE R (Ag R)

L'étude des antigénes des Mycobactéries a fait 1'objet d'innom—
brables recherches, non seulement depuis la découverte du bacille de KOCH,
mais surtout depuis 1'observation de 1'effet immunostimulant spécifique et
non specifique de ce genre bactérien dans les divers supports adjuvants uti-
lis&s en immunologie. '

Ces travaux nrésentent trois intéréts principaux :

a) classification des Mycobactéries,

b) compréhension de leur pouvoir pathogéne, et

¢) compréhension de 1'effet stimulant exercé par les fractions chimiques et
les constituants cellulaires de ces microorganismes sur le systdme immuni-
taire de 1'héte.

Des recherches, initialement a but taxonomique (ROOS et coll.,
323 324 Coa - P
1967a°ét b), nous ont conduit & isoler un antigéne spécifique des Mycobac-
téries, dont nous avons examiné 1'effet immunostimulant dans diverses situa-

tions immnologiques.

A) Obtention de 1l'antigéne

Le fractionnement a été originellement réalisé sur Mycobacterium

phlei, souche saprophyte non pathogéne 3 croissance rapide, puis étendu a

d'autres espéces.

1) Culture et brovage

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 178).
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Aprés cing d six jours de culture agitée ou en voile & 37°C,
les bactéries sont en phase exmonentielle de croissance. Elles sont recueil-
lies stérilement et lavées & l'eau distillée. Une fiole a toxine d'un litre
de milieu fournit une dizaine de gramme (poids humide) de bactéries, un
fermenteur de 15 1, 150 & 200 g. '

La masse bactérienne est broyée, soit par cryobroyage pour
des quantités supérieures a 10'g (ROOS et coll., 1967b)3?4501t par la zéolithe
(aluminosilicate de synthése) pour les masses bactériennes inférieures a

10 g (JOSEPH et coll., 1970) (cf. pages techniques 178).

2) Séparation des parois et du contenu cellulaire

Les broyats repris dans un tampon Tris 10-2M, MgClzlo—zM

pPH 7,2, sont soumis a une centrifugation d 600 g pendant dix minutes pour
éliminer les bactéries intactes qui subsistent.

Puis une centrifugation du surnageant précédent a 12.000 g
pendant tne heure, sépare les parois bactériennes et grands fragments de
membrane cytoplasmique d'un surnageant constitué des éléments solubles et
particulaires du contenu cellulaire.

Dans nos conditions de préparation (50 ml de Tris pour 10 g
—poids humide- de bactéries), ce surnageant 12.000 g (ou S2) contient de
10 & 15 mg de protéines par ml (dosage de LOWRY -—1951- 7avec la sérumalbu-
mine comme référence). En &lectrophorése sur gel d'acrylamide, a pH 8,3, il
présente un grand nombre de protéines. Injecté en sous-cutanée a des lapins,
émulsionné avec de l'adjuvant incomplet de Freund (injections hebdomadaires
dans les flancs pendant deux mois, d'l ml de surnageant émulsionné avec
1 ml d'adjuvant huileux), ce surnageant fournit un sérum riche en anticorps
précipitants, mis en évidence par immunodiffusion en gélose (technique
a' OUCHI‘ERLONY)sOgu en immumnoélectrophorése bidimensionnelle (LAURELL, 1965)23°
(cf. pages techniques 182).

Parmi tous les antigénes mycobactériens ainsi révélés, il
en est un qui apparait précocement et de maniére trés nette par ravport aux

autres (rlanche I).
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3) Isolament de 1l'antigéne R

Une &tude dﬁ fractionnement des antigénes du surnageant S2 avait
conduit RCOS (1970?2% déposer ,cette solution sur un gradient de saccharose
10 a 20 %..Aprés 16 h de centrifugation & 90.000 g et 4°C, il identifiait
dans le culot quatre antigénes parmi lesquels 1l'antigéne signalé ci-dessus,
arbitrairement nommé pour la commodité de 1'exposé, antigéne R.

Cet antigéne était isolé par filtration sur colomne de Sephadex G50,

d'ol il était exclu, élué dans les premidres fractions succédant au volume

mort de la colonne.

Les premiéres observations sur cet antigéne R semblaient intéres-
santes : en particulier 1l'antigéne se révélait spécifique des Mycobactéries
et commun aux diverses espéces de ce genre.

Aussi avons-nous choisi d'en étudier quelques propriétés biologi-
ques, et plus particuliérement immunologiques. Nous en avéns modifié la puri-
fication, afin d'en assurer un isolement plus rigoureux que celui qu'il est
possible d'obtenir dans un pic d'exclusion sur Sephadex.

o e e mm e e owm am e e em e -— e m = = -

Afin d'éviter la descente de 1l'antigéne R dans le culot lors de la
centrifugation sur gradient de saccharose 10 & 20 %, culot constitué d'anti-
génes particulaires, débris de membranes cytoplasmiques et de mésosomes, nous
avons augmenté la densité de la solution de saccharose par 1'utilisation d'un
gradient de 10 & 30 $. Dans ces conditions, une centrifugation de 16 h a
90.000 g et 4°C permet de séparer l'antigéne R du culot.

Avec le contenu cellulaire de M. phlei, une zone colorée en jaune
est visible dans le dernier tiers du gradient entre 24 et 27 % de saccharose
environ. Nous appelons cette partie du gradient fraction 25 (25 %). L'enre~
gistrement en continu de 1'absorbance du gradient complet & 280 nm, pour les
protéines, donne la courbe de la fig. 9 ol la fraction 25 apparait nettement.
Cette zone est constituée presqu'exclusivement de 1'antigéne R et se trouve
débarassée des €léments varticulaires (planches II et III, clichés 10 et 19).
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En électrophorése sur gel d'acrylamide & 7,5 %, cet antigéne de
M. phlei apparait trés nettement, sans révélation spécifique des protéines,
sous forme d'un étroit disque jaune foncé. Aussi avons-nous injecté directe-
ment 3 un lapin la partie du gel d'acrylamide contenant 1'antigéne. Pour
cela, nous découpons un disque de 1 am de diamdtre sur 3 mm d'épaisseur au
niveau de la bande colorée, le broyons au Virtis et mettons en suspension
la pate obtenue dans 2 ml de tamnon phosphate physiologique. Ce type de pré--
paration est inject@ en sous—cutanée dans le flanc pendant deux mois & rai-
son d'une injection hebdomadaire et nous donne un immunsérum unispécifique
de 1'AgR (planche II).

Les propriétés biologiques de 1'AgR ont été étudiées aprés son
isolement par é&lectrophorése préparative sur gel de polyacrylamide. Le sérum
unispécifique permet également une purification de 1'AgR 3 partir de la frac-
tion 25, par passage sur un immunoadsorbant réalisé par couplage des immuno-
globulines G de ce sérum sur de la Sepharose activée au bromure de cyanogéne.
Cependant, si théoriquement cette derniére technique est préférable, en pra-
tique nous avons obtenu un isolement plus pur par électrophoré&se préparative
sur acrylamide.

Une troisiéme technique, que nous n'avons pas utilisée, pourrait

étre employée : 1l'électrofocalisation de la fraction 25 sur amcholytes.

B) Nature de l'antig@®ne R

1) Caractérisation

L'électrophorése de la Fraction 25 'du gradient de saccharose sur
gel de polyacrylamide & 7,5 %, pH 8,3, entraine l'isolement de 1'AgR sous for-
me d'une bande de RF égal & 0,125, colorable au Bleu de COOMASSIE R et au Noir
Amide 10B (Photos 10 et 13, planche II), coloration caractéristique des protides.

Une précoloration de la fraction 25 au Noir Soudan B, selon la
technique de MAC DONALD et KISSANE (Analyt. Biochem., 1960, 2, 178), avant
&lectrophorése,ne donne pas de coloration de 1'AgR. Par conséquent, si la frac-

tion AgR contient des lipides, ceux-ci ne sont pas colorables au Noir Soudan;
Dans le méme type de séparation sur gel de polyacrylamide, il n'a

pas été possible de mettre en évidence de sucres par 1l'oxydation périodique de
Schiff.
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De méme, 1'AgR n'est catabolisé ni par la RNAse, ni par la
DNAse.

L'électrophorése en gélose & pH 8,6 de 1'AgR révéle une migration
trés anodique (Photos 19 et 20, planche III), qui est emp&chée en gel de poly-
acrylamide a 7,5 % par la taille importante de la fraction.

La technique actuellement utilis€e pour récurérer 1'AgR consiste
a découper la partie du gel d'acrylamide qui le contient (soit par sa coloration
propre chez M. phlei ou M. smegmatis, soit par analyse du tube d'acrylamide dans

un spectrophotamétre & U.V. dans le cas de souches non colorées, BCG par exemple),
a le laisser diffuser dans de 1l'eau distillée, avant de dialyser la solution
obtenue, pour éliminer les sels de 1'électrophorése, 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 molécules en peptides ayant, lors d'une nouvelle
€lectrophorése sur acrylamide, un RF de 1,0. Indépendamment de la labilité des
protéines en solution purifiée, nous ne pouvons é&carter la possibilité que
1'AgR comporte ou soit une fraction 3 activité protéinasique.

I1 ne nous a pas été possible de réaliser une analyse chimique
précise de ce protide, car, dans nos conditions de fractionnement et de diffu-—
sion, nous entrainons une importante quantité de polyméres d'acrylamide, non
retenus sur filtres 0,2 pm. Toutefois, du point de vue immunologique, cette

fraction extraite du gel d‘'acrylamide est pure.
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dansylation en présence de dodecylsulfate de sodium (SDS) selon la méthode
de ISHITANI et coll. (1975)°-

La dansylation de 1'AgR, purifié sur gel d'acrylamide en tampon
Tris-borate pH 8,3 pour éviter .le glycocolle du tampon habituel (Tris-gly-
cocolle), a donné un seul acide—aming N~terminal : 1l'histidine, révélé en
chromatographie sur couche mince. ' '

I1 demeure possible qu'une autre chaine existe dont 1'acide-aminé
serait bloqué et donc non révélable par dansylation. Cependant les expérien-
ces de réduction rapportées ci-dessous semblent confirmer que 1'AgR ne pos-—

séde qu'une seule chaine.

2) Poids moléculaire

ILa descente de cet antigéne dans le culot de centrifugation d'un
gradient de saccharose 10 & 20 %, alors que la totalité des autres protéines
solubles du contenu cellulaire restent dans le premier tiers du tube aprés
16 h & 90.000 g, et sa stabilisation dans uné fraction avoisinant 25 % de
saccharose (qui, 3 5°C, poss&de une densité de 1,108 et une viscosité de
4,03) sur le gradient 15 & 30 %, indiquent une masse importante. Son exclu-
sion de la Sephadex G50 place son poids moléculaire au dessus de 30.000.

Une électrophorése sur acrylamide a 7.5 % aprés réduction au mer-
captoéthanol, en présence de SDS améne 1'AgR au m@me niveau que le dim@re de
la sérumalbumine, c'est-d-dire & un noids moléculaire de 146.000. Sans aucun
traitement réducteur, 1'AgR descend, en gel d'acrylamide, un peu plus bas
que le tétramére de 1l'ovalbumine (P.M. 160.006). Notons toutefois que les
glycoprotéines comportant plus de 10 % de sucres fixent moins de SDS que
les protéines standards, ce qui peut leur donner un poids moléculaire appa-—
rent supérieur a leur poids réel (SEGREST et JACKSON, 1972?53

ILa réduction de 1'AgR par le mercaptoéthanol en présence de SDS
a 100°C pendant 2 mn ne semble pas entrafner de dissociation de la molécule,
puisqu'aprés ce traitement on la retrouve 3 la méme distance de migration

sur acrylamide, sans apparition de nouvelles fractions plus légéres.
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Ie gel d'acrylamide & 7,5 % possé&de des pores de 30 ; et permet
la migration de molécules protéiniques ayant un poids moléculaire maximum
de 300.000.

Ces résultats, joihts.é 1l'identification d'un seul acide-aminé-N-.
terminal, ainsi que l'absence ou la rareté de la cystéine révélée par 1'hy-
drolyse de la molécule, rend trés vraisemblable la conclusion que 1'AgR com
vorte uneprotéine monocaténaire d'un poids moléculaire compris entre
145.000 et 150.000.

3) Iocalisation cellulaire

Un marquage des anticorps spécifiques de 1'AgR avec de la ferri-
tine, selon la méthode d'ANDRES et coll. (1967?? a donné une localisation
intracellulaire, apparemment sur la face interne de la membrane cytoplasmique
(ROOS et JOSEPH, 1970??6Ce marquage, réalisé sur une suspension de varois ’
et de membranes isolées aprés broyage, ne donne aucune indication sur une
éventuelle présence de l'antigéne sur des structures cytoplasmiques. Il ne
nous a pas été possible de fixer spécifiquement les immunoglobulines sur une
coupe de la bactérie entiére. Le marquage de la face interne de la membrane
cytoplasmique est dli, soit & la liaison spécifique des anticorps sur les
déterminants antigéniques des glycoprotéines disposées sous la membrane
ou émergeant d la surface interne de celle-ci.

Cet antigéne est encore identifiable dans les lysats phagiques
et dans les sphéroplastes des Mycobactéries, deux cas ol les parois sont
détruites, seule étant préservée la membrane cytoplasmique.

En conclusion, le fractionnement du contenu cellulaire de Mycobac—

terium phlei sur gradient de saccharose 15 3 30 %, suivi d'une électrovhorése

de la fraction & 25 % de saccharose de ce gradient sur gel de polyacrylamide
a7,5%, pH 8,3, fournit une fraction profidiqued'un poids moléculaire voisin
de 150.00. Elle est constituée d'une seule chaine polypeptidique dont 1'acide
aminé-N-terminal est 1'histidine.

Elle ne provient pas de la paroi cellulaire, mais semble d'origine

cytoplasmique ou membranaire.
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L'isolement de cette fraction nous a incité i rechercher si elle
ne posséde pas certaines des vropriétés biologiques de structures mycobac—
tériennes déja connues ou identifiées. C'est pourquoi, nous avons analysé
les divers aspects immunologiques de cette molécule : antigénicité, rapport
avec les sensitines (telles que tuberculine et dérivés protéiques purifiés),
effet adjuvant sur l'immunité humorale et sur les fonctions des macrophages.

Voyons tout d'abord les propriétés antigéniques de cette fraction.

IT - PROPRIETES DE L'ANTIGENE R

A) Propriétés antigéniques

1) Comunauté mycobactérienne

Un premier sondage (ROOS, 1970)32§vait indiqué la vrésence de
1l'antigéne R chez huit souches de Mycobactéries. |

Nous avons étendu cette étude & 27 espéces. Sur ces 27 souches,
26 ont révélé la présence de 1l'antigéne R, soit par immunodiffusion en gé-
lose de leur contenu cellulaire contre le sérum unispécifique de 1'AgR
de M. phlei, soit par immunodiffusion de 1'AgR de M. phlei contre les
immnsérums spécifiques du contenu cellulaire de ces espéces. Une seule,
M. cleqg, n'a pas donné d'immunprécipité indubitable corfespondant 3 1'AgR.
Quant a M. thamnopheos, certains toxonomistes la considérent comme faisant

partie des Nocardia. Elle a cependant donné un arc dans les deux conditions

d'immunodiffusion signalées ci-dessus.

Nous avons isolé, selon le méme protocole que celui de M. phlei
689, des fractions correspondant 3 1'AgR 3 partir du contenu cellulaire de
M. phlei 356 et 525, de M. smegmatis ATCC 21.732 (§) et BCG Kosloff

(Inst. Pasteur Paris).
Ces diverses préparations représentent bien la méme molécule

puisqu'elles donnent un arc de précipitation en immunodiffusion face i

1' immunsérum unispécifique de 1'AgR de M. phlei 689.

(§) cette souche gracieusement offerte par Monsieur CHEDID est celle 3 partir

de laquelle fut préparé le premier WSA.
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Cependant, si la communauté 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 méme entre les diverses espéces : l'antigéne
posséde une spécificité d'espéce qui fait apparaitre un éperon au niveau
de la jonction des arcs d'espécés différentes (Planche 3).

Signalons que 1'antigéne R de M. smegmatis, bien que coloré en
jaune, 1l'est moins que celui de M. phlei, et que celui de BCG n'est pas
coloré. Or les bactéries de ces trois espé&ces sont pigmentées selon la
méme gradation : M. phlei est tré&s jaune, M. smegmatis plutSt rouge et
BCG est blanc. Nous n'avons pu définir si la coloration de l'antigéne R

-~

est intrinséque & sa molécule ou consécutive 3 une fixation non spécifique
des pigments cellulaires 1ib&r3s au moment du broyage.

Nous n'avons pas recherché cet antigéne dans le bacille tubercu-
leux humain. En revanche, un essai d'immunodiffusion en gélose de quatre
sérums de malades & tuberculose pulmonaire contre 1'AgR de M. phlei n'a ~
fait apparaitre aucun arc de précipitation. Il conviendrait d'essayer
dans ce cas, soit une technique d'hémagglutination, soit une technique
d'hénolyse conditionnée.

Cet antigéne commun & la plupart, sinon & toutes les Mycobac-

téries, se retrouve-t-il dans d'autres genres bactériens ?

2) Srécificité mycobactérienne

La classification de certaines espé&ces dans le genre Nocardia ou
dans le genre Mycobacterium pose au taxonomiste de délicats problémes, mal-
gré une importante batterie de tests biochimiques, tant ces deux genres

bactériens sont proches.

Nous avons recherché la présence de 1'AgR dans le contenu cellu-
laire de 14 souches de Nocardia.

Deux variétés de Nocardia pellegrino (906 et 107) ont domné un

arc de précipitation avec 1'immunsérum spécifique de 1'AgR de M. vhlei. Une

variété de Nocardia rhodochrous (8139), que d'autres tests semblent classer
. o 6 - PPy s

parmi les Mycobactéries (TACQUET, 1971f7s'est également révélée positive en

ce qui concerne l'antigéne mycobactérien. Les 11 autres espéces ne contiennent

par 1'AgR. L'évuisement du sérum unispécifique de 1'AgR par les broyats de ces

espéces ne supprime pas le précipité obtenu en immunodiffusion entre 1'antigéne

mycobactérien et ses anticorps spécifiques.
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Cette &tude serait utilement complétée en introduisant la recher-
che systématique de 1'AgR parmi les différents tests réalisés dans le cadre
d'un typage bactérien 3 but taxonomique (qui n'était pas le ndtre). Ceci per-

. mettrait de vérifier la validité d'une telle détermination pour 1'identifi-
cation des mycobactéries. ,

La mise en oeuvre de ce test ne nécessite que la récolte d‘une cul-
ture sur un seul tube de milieu de Léwenstein-Jensen, le broyage en 60 secondes
des germes dans un Potter en présence de zéolithe, l'addition d'un 3 deux
ml de tampon Tris-Magnésium, une centrifugation, et 1l'immunodiffusion, ou
encore mieux 1'&lectrophor@se, du surnageant face a 1'immunsérum spécifique
de l'antigeéne.

¥

Les protéines bactériennes sont souvent le support d'une acti-
vité de révélation de 1'hypersensibilité retardée aux germes dont elles
proviennent. Nous allons voir maintenant si ce n'est pas le cas pour 1'AgR

mycobactérien.

B) Propriétés biologiques

1) Hypersensibilité retardée

a) Réyélation_(tests cutanés)
Nous avons voulu déterminer si‘l'AgR est capable de révéler une
hypersensibilité retardée de type tuberculinique chez des animaux

immunisés un mois auparavant avec des Mycobactéries.

&) Des cobayes Hartley sont vaccinés avec 2,6 mg de M. phlei vivant
dans 0,25 ml d'une &mulsion d'eau physiologique dans de 1'adjuvant incom—
plet de Freund DIFCO (volume a volume) inoculés en intramusculaire dans
les cuisses. Au bout de 33 jours, les tests intradermiques sont réalisés
avec 0,1 ml de diverses solutions de tuberculine et d'AgR et lus 48 heures

plus tard. les résultats sont présentés dans le tableau 21 :
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Tuberculine Tuber
. 1/10 (1000 . AgR phlei Eau
4 cobayes M. vhlei U.T ou culine 20 pg physio.

200 pg) 0 P9

Intensité de,la réaction -+ 0 A+ 0
cutanée
. . \ + +
Diamétre induration 4 m -+~ 0,5 0 7mm -1 0

e T W W R I e e ey

Tableau 21 : Révélation de 1'HSR tuberculinique par diverses solutions
mycobactériennes chez des cobayes immmisés 33 jours aupa-

ravant par M. phlei vivant en intramusculaire.

On voit qu'avec 20 Jats) d'AgR la réaction intradermicque est plus
forte qu'avec la dilution de tuberculine habituellement utilisée (100 uni=-
tés internationales, soit 200 Bg de nrotéine en dosage de LOWRY) qui con-
tient dix fois plus de protéines. Chez ces animaux, la tuberculine 3 20 19

par dose injectée ne donne pas de réaction.

(’: ) Des cobayes ont été vaccinés dans les mémes conditions par 2,6 mg
de BCG-S (Pasteur). Trente trois jours plus tard ils regoivent en
intradermique 0,1 ml de diverses solutions d'antigénes mycobactériens
(Tableau 22). '




98

AgR-BCG

(

(6 cobayes Tuberculine  Tuberculine AgR-Phlei | _

( BCG 1/10=100 P9 20 pg 20 pg 20 g Eau physiol.
( ‘ v

(

( Intensité de

( la réaction A [+ 4t . 0

( cutanée

(

( Diamétre de om ¥ 1 s nmto,s s nmio,S | a1 .

( 1'induration

-

N Nt Nt Nl Nl Nt? VP Nt i N’ it ut?

Tableau 22 : R&vélation de 1'HSR tuberculinique par diverses solutions

mycobactériennes chez des cobayes immmnisés 33 jours aupa-

ravant par du BCG vivant en intramusculaire.

Dans ce cas, les réactions d'HSR sont d'intensités semblables
avec 20 P9 d'AgR de BCG et 200 P9 de tuberculine brute, et avec 20 Pg
d'AgR de M. phlei et 20 pg de tuberculine. ,

I1 apparait donc que 1'2gR mycobactérien est une sensitine

assez spécifique d'espéce, c'est-d~dire plus active chez les animaux

sensibilisés vis-3-vis du germe dont elle provient, que chez les animaux

immunisés avec d'autres espéces.

b) Induction

L'antigéne R est-il capable d'induire 1'apparition d'une

hypersensibilité 3 la tuberculine ?

&K ) Des cobayes ont regu en intramusculaire 260 Jg d'AgR de M. smeg-

matis dans 2 ml d'une émulsion volume 3 volume d'eau vhysiologique et

d'adjuvant incamplet de Freund (A.I.F.). Des témoins ont regu le méme

volure de 1'émulsion seule sans AgR.

Trente six jours plus tard, tous les animaux regoivent une
injection intradermique de 0,1 ml de tuberculine brute au 1/10 et 0,1 ml
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d'AgR (2 pg) . Quarante huit heures plus tard, les points d'injection ne
présentent aucune induration avec la tuberculine et une trés légére co-

loration indurée de 2 & 3 mm avec 1'AgR.

(’b ) Un lapin a été hymerimmunisé par des injections d'AgR de
M. smegmatis pendant deux mo/is, 3 raison d'une inoculation hebdomadaire,

pour obtenir un sérum unispécifique de la molécule. '
A la fin de cette période, 1l'injection intradermique de
20 ] d'AgR de M. smegmatis en eau physiologique ne donne pas de réaction.

Une injection de 200 Jg donne une légére induration de 2 & 3 mm.

L'antigéne mycobactérien ne déclenche donc pas d'hyersensibi-
1lité retardée vis-a-vis de lui-méme, ni vis-3-vis de la tuberculine. Est-
il cependant capable d'en déclencher une vis-3-vis d'une protéine injec-
tée en méme temps que lui ?

Des cobayes immmisés avec de l'ovalbumine (5 mg) et divers
adjuvants développenten 30 jours une hyversensibilité retardée vis-i-vis
de 1l'ovalbumine que ce soit avec 1l'adjuvant camplet ou incomplet de Freund.
En revanche, 1'addition de 200 P9 d'AgR a 1l'adjuvant incomplet de Freund
n'ajoute rien 3 1l'effet de 1'AIF seul (tableau 23)."

g
( )
( Ovalbunine Tuberculine AgR )
( 10 pg 100 pg 1/10 Smegmatis 2 pg )
( )
( )
(  Adjuvant COMPLET . . . . )
( (M.butyricum) 4 : 12 7 : }9 3:09 1:6 )
( )
( Adjuvant INCOMPLET 2: 6 5: 9 0:4 0:3 )
( )
(  AIF + AgR 200 pg 2: 5 4 ¢ 7 0:2 1:3 )
( )

Tableau 23 : Développement de 1'HSR chez des cobayes Hartley immunisés
avec 5 mg d'ovalbumine MILES et trois adjuvants différents
dans les coussinets plantaires. L'HSR est &valuée 30 jours
plus tard par injection intradermique de deux quantités dif-
férentes d'ovalbumine en solution dans 1'eau physiologique,
avec de la tuberculine brute au 1/10 et 2 pg d'AgR de M. smeg-
matis. Le ler chiffre donne le diamétre en mm 'de la nécrose
et le 2éme celui de 1'érythéme cutané observés aprés 48 heures

(moyernne de 5 cobayes).
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Si la présence de 1'AgR dans 1'AIF n'augmente pas 1'HSR vis-3-vis
de 1l'ovalbumine, il est intéressant de femarquer que 1'AIF seul, comme support
de 1l'ovalbumine, est capable d'induire un état d'hypersensibilité & la protéine.

7

o) Hypersensibilité tuberculinique =

Le caractére de sensitine présenté par l'antigéne R nous a conduit
d utiliser la migration des macrophages pour mettre en évidence un &tat d‘hy-
persensibilité retardée & la tuberculine par un test in vitro ou éventuellement
une action directe de 1l'antigéne sur les macrophages.

Si le rdle des macrophages alvéolaires dans les mécanismes immuni-
taires reste problématicue, leur sensibilit2® au facteur inhibiteur de la mi-
gration (MIF), produit par les lymphocytes immunocompétents en présence de
1l'antigéne sensibilisant, a été observée par de nombreux auteurs (GALINDO
et MIRVIK, 1970"* POLLOCK et coll., 1971°'7 JOHNSON et coll., 1975)°0%%

Nous avons donc utilisé les cellules de lavages alvéolaires des
pourons du cobaye, selon la technique de MYRVIK et coll. (1971)277(cf. pages
techniques 195 ) . Les macrophages obtenus chez les animaux vaccinés par trois
agents mycobactériens différents : BCG, M. smegmatis et M. phlei ont &té mis

en migration en présence de diverses concentrations de 1'AgR correspondant
d la Mycobactérie sénsibilisante. Ies inhibitions exprimées en pour cent de
la migration obtenue en absence d'AgR (milieu BEM) sont rapportées sur le
tableau 24 :

E AgR 20 pg/ml ‘AgR 2 pg/ml : AR 0,2 pg/ml i
E Cobayes normaux 25 5 (¥ 2) 13 (2 03 ;
2 Cobayes BOG 43 &3 25 % (% 4) 0% ;
E Cobayes smegmatis 61 3 (2 3) 145 (E5) 14 % ;
E Cobayes phlei 37 ¢ (£ 4 168 () 2% i

Tableau 24 : Pourcentage d'inhibition des macrophages alvéolairesde cobayes
sensibilisés par des Mvcobactéries, en présence des lymohocytes
et de 1'AgR (moyenne de 5 animaux et 4 surfaces de migration par
animal et par test, soit 20 surfaces de migration/test b E.T.).
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- L'inhibition de la migration des macrophages en présence de
1'AgR est significativement plus élevée chez les animaux immunisés avec
les Mycobactéries que chez les animaux témoins. Par ailleurs, l'existence
d'une légére inhibition des rﬁacxophages de cobayes non immunisés en pré-
sence de 20 }1g/ml d'AgR serait le signe d'une action directe de 1'AgR sur
les macrophages. ,

L'observation d'une culture pure de macropvhages alvéolaireé en
microcinématographie nous a montré qu'en présence de 20 pg d'AgR, les macro-
phages s'étalent fortement sur leur support et &mettent des prolongements
cytoplasmicques filiformes 3 des distances correspondant & plusieurs diamé-

tres cellulaires .

e) Hypersensibilité § la sérumalbumine bovine ‘
Dans la partie de ce travail consacrée d l'effet adjuvant humoral

de 1'AgR vis-id-vis de la sérumalbumine bovine, nous avons testé parallé&lement
le développement de 1'hyversensibilité retardée a cette prot@ine chez des
souris C57 Black mdles, par 1l'utilisation d'un test d'inhibition de migra-—
tion des macrovchages. Dans ce cas, nous nous sommes orientés vers un test
mixte dans lequel les lymphocytes ganglionnaires immunocompétents des sou-
ris sont cultivés pendant deux jours en présence et en absence de la pro-
téine spécifique, pour une éventuelle production de MIF, les surnageants
acellulaires étant ensuite utilisés pour la migration de macrophages péri-
tonéaux de cobayes normaux (cf. pages techniques 196). Les résultats sont
rapportés dans le tableau 25, pour l'hypersensibilité a 21 jours en ré&ponse
primaire, et & 35 jours en réponse secondaire aprés une injection de rappel

le 2lé&me jour.
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( )
( 21 jours 35 jours )
( )
( ‘ )
( Adjuvant complet de Freund 0,93 0,74 )
( )
( Adjuvant incomplet de Freund 0,89 - 0,82 )
( )
( AgR smegmatis (50 }Jg) 0,93 _ 0,92 )
| )

Tableau 25 : Sensibilisation des souris C57 Black/ 6 & la sérum-albu-
mine bovine en réponse primaire (21 jours) et en réponse
secondaire (35 jours). Mesure var 1l'inhibition de la mi-
gration des macrophages dans les surnageants de culture
des lymphocytes immunocompétents mis en présence de
40 )Jg/ml de sérum—albumine bovine pendant 48 heures.

Au 21 éme jour, les souris sont peu sensibilisées & la sérum—
albumine bovine, quelque soit 1l'adjuvant utilisé. L'injection de rappel,
qui a lieu le 2lé&me jour, développe une bonne sensibilisation des souris
ayant recu la prot€ine en émulsion avec del'adjuvant complet de Freund et
une légére sensibilisation des animaux vaccinés avec 1'adjuvant incomplet.

L'addition d'AgR & 1'AIF, en revanche, semble diminuer 1'effet
de 1'adjuvant incomplet seul, comme cela est observable en réaction cutanée
chez le cobaye vis-d-vis de 1'ovalbumine dens 1'expérience rapportée dans

le paragraphe nrécédent.
Conclusion :

L'AgR est donc capable de révéler l'existence d'une hypersensi—
bilité retardée de type tuberculinique, plus spécifiquement chez les animaux
immnisés avec la souche d'od provient l'antigéne utilisé&. On peut se deman-
der si 1'AgR n'est pas un constituant de la tuberculine. Or, par immunodif-
fusion en gélose, que ce soit contre 1'immunsérum du contenu cellulaire bac-
térien, ou contre 1'immmsérum spécifique de 1'AgR, nous n'avons jamais
pu mettre en évidence de cormunautés antigéniques entre cet antigéne et les
protéines contenues dans la tuberculine brute ou le PPD.
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De plus, nous n'avons pas mis en évidence 1'AgR dans le fil-
trat des cultures des bactéries ayant servi a la production de l'antigéne,
alors que la tuberculine et PPD sont isolés de ces filtrats.

I1 semble donc bien que 1'AgR soit une molécule différente des
sensitines tuberculiniques jusqu'ici identifiées.

Enfin, cette fraction mycobactérienne ne déclenche pas elle-
méme, d'hypersensibilité retardée a la tuberculine ou 3 sa propre molé-
cule. Elle ne semble pas non plus en déclencher une vis-id-vis des protéines
injectées avec elle dans un organisme, tout au moins dans le support hui-
leuwx que constitue 1l'adjuvant incomplet de Freund.

Les bactéries entiéres et certaines molécules qui en sont
issues ont souvent des effets physiologiques importants sur les animaux
d qui elles sont injectées : formation de granulomes, hyperplasie de cer-
tains organes (foie, rate, poumons, ganglions). Nous avons donc étudié

- quelques-uns de ces paramétres physiologiques aprés injection de 1'AgR.

2) Effets vhvysiologiques

a) Poids des animaux

- em e e wm e wm ww -

Ies animaux immunisés avec de l'ovalbumine et 1l'antigéne R de

M. smegmatis ont pris moins de poids en 30 jours que ceux ayant regu la

protéine dans de 1l'adjuvant complet ou incomplet de Freund (Tableau 26).

oe

Différence de pbids : A
en g entre J0 et J30

+

A.T.F. + 91 (- 8) + 27,75 %
+

A.C.F. + 85 (- 25) : N.S. + 25,75 %
+ t=2,9547 + 13,70 &

p<0,05
Poids moyen au jour zéro : 333 g (£ 20 q)

e I e B Y N W N N N e e e
Nt s Nl Nt Vsl Nt s Nanget Vs N

AgR SMEG en AIF + 47 (- 24)

Tableau 26 : Prise de poids des cobayes Hartley immunisés avec de 1'oval-
bumine et trois adjuvants différents dans les coussinets

plantaires postérieurs (movenne de 10 animaux par adjuvant) .
La différence entre AgR et A,I.F. est significative au risque de 5 %.
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L'antigéne R, dans la méme expérience que ci-dessus, ne dé-
clenche pas dans les pattes, de granulome beaucoup plus important que
n'en donne l'adjuvant incomplet (Tableau 27)

)

Différence de poids Poids corpsy
‘en g entre JO et J30 Poids thteS)

PN SN SN S PN P PN T PN~ s~

)

N )

A.I.F. 1,99 (= 0,05) 210 )

_ )

A.C.F. 2,00 (012 {§23:80, 13 )

)

AgR SMEG en AIF 2,06 (X 0,09) {t<207ggl 190 )
)

Tableau 27 : Effet de 1'AgR sur les pattes ayant servi de site d'injec-
tion de 1'ovalbumine, 30 jours aprés l'immunisation des

cobayes.

Les différences entre les trois groupes sont significatives.

ILe poids des pattes ramené au poids des animaux donne un
indice trés voisin pour 1l'adjuvant incomplet et 1'AgR. L'adjuvant complet
induit une augmentation de 50 % du poids des pattes par rapport aux deux

autres stimulants.

PAgt-—igriag it il St B A - A g g

Dans cette expérience d'immunisation par l‘ovalbumine, nous
avons mesuré le poids du foie, de la rate et des pounons des animaux, le
30éme jour aprés la vaccination. Le poids de ces organes est ramené au poids

du corps dans le rapport poids du corps sur poids de 1'organe (Tableau 28) :
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L R W e WP R e N T T Tt T

Poids du Foie Poids du corps
+ de la rate Poids foie et

Poids du corps Poids Poumons Poids corps

(en g) ‘() rate (en q) Poumons
A.I.F. 419 £ 12 16,97 24,69 3,7%0,2 112
A.C.F. 415 ¥ o) 19,41 21,38 4,2 % 0,3 98
AgR SMEG 391 T 29 15,33 25,50 4,4 % 0,5 89

en ATF

Tableau 28 : Effet de 1'AgR sur le foie, la rate et les poumons du cobaye
vacciné dans les coussinets plantaires postérieurs (moyenne

de 10 animaux) .

Ies volumes du foie et de la rate sont trés semblables chez
les animaux recevant 1'adjuvant incomplet ou 1'AgR de M. smegmatis. En

revanche, 1'ACF développe une hépato et une splénomégalie.

Au niveau des pourons, 1'AgR samnble déclencher une réaction
légérement plus marquée que 1'ACF.

Enfin, la propriété biologique qui pouvait, a priori, pré-
senter le maximum d'intérét, était la possibilité de stimuler 1'immunité

hunorale.

3) Effet adjuvant

- = . e e e e e em e M e B e N Y

L'antigéne R a &té utilisé chez le cobaye Hartley en asso-
ciation avec de 1l'ovalbumine en adjuvant incomplet de Freund pour exa—
miner un éventuel effet adjuvant sur la synth@se des anticormps.

Dix cobayes Hartley mdles ont recgu dans les deux coussinets
plantaires postérieurs 0,1 ml d'une &mulsion volume a volume de Freund
incomplet DIFCO et d'une quantité fixe d'ovalbumine (2,5 mg) en solution
aqueuse physiologique, complétée par des quantités variables d'antigé&ne R
de M. smegmatis : 1 Y9, 10 pg et 200 pg.
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Dix cobayes ont recu 0,1 ml d'une é&mlsion d'adjuvant complet
de Freund et d'une solution d'ovalbumine (2,5 mg par animal).

Dix cobayes ont recu 0,1 ml d'une émulsion d'adjuvant incom—
plet de Freund ét d'une solution d'ovalbumine (2,5 mg par animal).

Aprés 21 jours, les animaux sont saignés et le taux sérique
en immunoglobulines spécifiques de l'ovalbumine, évalué par hémagglutination
d'hématies de moutons sensibilis@es avec de 1'ovalbumine (Tableau 29) (cf.

pages techniques 189) et mises en évidence en immunodiffusion en gélose.

Inverse de la dilution maximum
hémagglutinante (- E.T.M.)

+

( )
( )
( )
( )
( )
( A.C.F. 3698 ( - 525) )
( . )
( A.I.F. 640 ( - 171) )
( ‘ )
(AR 200 pg 3214 ( % 502) )
( )
(AR 10 pg 1088 ( T 367) )
( )
(AR 1ypg 1296 ( ¥ 476) )
( )

Tableau 29 : Effet adjuvant anti-ovalbumine de diverses quantitds d'AgR
injectées, avec la protéine, dans les pattes arridres de

cobayes, 21 jours auparavant.

-~

Dans ces conditions, 1'AgR, injecté 3 raison de 200 pg par
ocobaye, révéle une activité adjuvante équivalente 3 1'adjuvant complet de
Freund.

A dix et m&re un P9 par animal, il reste largement supérieur
a 1'adjuvant incomplet de Freund.
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Des souris C57 black 6 miles de 5 § 6 semaines regoivent
0,2 ml, répartis dans les quatre coussinets plantaires, d'un mélange con-
tenant 300 pg de sérumalbumine bovine (ARMOUR PHARMACEUTICAL Co. Chicago)
en eau physiologique, remrésentant un tiers du volume, &mulsionnés dans
de 1l'adjuvant incomplet de Freund additionné de substance adjuvante &
tester, représentant les deux autres tiers. '

Au 2léme jour, la moitié des souris sont saignées pour
évaluer le taux d'antiocorps anti-sérumalbumine, et sacrifiées pour les
tests cellulaires évoqués précédemment. La seconde moitié est revaccinée
avec une demi-dose de sérumalbumine et d'adjuvant, soit 0,1 ml réparti
entre les deux coussinets plantaires postérieurs.

Au 35éme jour, ces souris sont saignées et sacrififes pour
la réponse humorale et cellulaire secondaires.

Les immunoglobulines antisérumalbumine sont dosées par
hémagglutination de globules rouges de mouton sensibilisées avec cette
protéine (cf. pages techniques 190). ,

Les adjuvants utilisés ont été : 1'AgR de M. smegmatis a

50 et & 10 pg par souris, WSA & 50 et 10 pg et comme références : 1'ACF
et 1'ATF (Tableau 30).
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: : )

: 21 jours : 35 jours )

: : )

: : )

¢ Moyenne Moyenne : Moyenne Moyenne )

:géométrique arithmétique :géométrique arithmétique)

: : )

: : )

. : 105 : 479 )

PR M. Es)g‘egg‘atls : 66 <> 169 ® 206 £ 78 : 326 <>705 & 625 £ 82 )
: : )

: : )

: : . )

. : 60 : 645 )

+

B 1._speqnatl e}l‘“g“a“s : 37 =—>02 70 £ 13 : 400 <1050 ® 1493 * 433 )
: : )

: : )

: )

: 51 + : 211 + )

WSA 50 pg : 34 <> 75 75 - 14 : 134 <333 311 - 70 )
: : )

. : )

: : )

: 45 + : 630 + )

WSA 10 yg - : 21 <—>199 74 = 24 : 254 <>1561 1165~ 280 )
: : )

: K )

: : )

: 36 + N 493 + )

A.C.F, : 26 <= 49 62 = 10 : 282 <«>880 1073~ 240 )
: : ) )

: : )

: 27 + : 306 + )

A.I.F. s 18 <> 40 56 - 10 : 202 <463 @ 490 -~ 80 )
H . . )

: : )

, = Inverse des dilutions maxima hémagglutinantes
Tableau 30 : Effet adjuvant de divers immunostimulants sur la réponse humo-
rale primaire (21 jours) et secondaire (35 jours) 3 la sérum-

albumine bovine chez la souris C57 Black 6 mile.

. Les doubles chiffres, sous la moyenne géométrique, sont les
limites du domaine de confiance de 95 % ; le chiffre sous la moyenne arith-

métique représente 1'écart-type de la moyenne ; les chiffres & 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, 3 l'exception de 1'AgR de M. smegmatis & 50 Jg par souris qui
donne 2 3 3 fois plus d'immunoglobulines que les autres substances cu con-

centrations. En réponse secondaire, 1'AgR & 10 pg prend 1l'avantage et
dépasse 1'adjuvant complet de Freund. ’

Il apparait ainsi que la propriété biologique majeure de 1'AgR

mycobactérien est d'étre un.adjuvant de 1'immunité humorale.
Sa nature chimique la distingue nettement des structures isolées

jusqu'ici des Mycobactéries et présentant une telle propriété. Les adjuvants
humoraux mycobactériens sont généralement extraits de structures pariétales
glycopeptidiques.

Nous sommes 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 précipitines mises en
évidence par immunodiffusion en gé&lose. A l'inverse du WSA, cette molécule
est, elle, trés immunogéne et pourrait &tre adjuvante par cette qualité
méme .

En raison de sa nature immunostimulante, nous 1'avons employée
lors des tests de potentialisation des IgE dans la schistosamiase expé-
rimentale du rat, comme nous l'exposerons au cours du chapitre V.

En revanche, cette molécule ne semble pas trés active sur les
phénoménes 1liés 3 1'immunité cellulaire, tels qu'hypersensibilité retardée
ou induction de granuicmes.

Il reste cependant nossible que 1'AgR ait un effet sur les ﬁacro—
rhages. C'est pourquoi nous 1'avons utiiisé également dans les essais de
stimulation et d'activation de ces cellules, résultats que nous allons

aborder maintenant.

IIT - ACTIVATION DES MACROPHAGES

Ie fonctionnement intime de la membrane macrovhagique reste

encore mal connu. Si 1'on commence d entrevoir quelques-uns des stimuli
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qui activent la cellule, 1'on demeure dans une large ignorance des méca-
nismes par lesquels certaines molécules é&trangéres au macrophage peuvent
rester en surface sans étre pinocytées ou phagocytées et exercer depuis
ce point leur action activatrice (inhibition des fibrilles contractiles
sous membranaires ? interférence avec les glycoprotéines ou les phospho-
lipides de membranes ?). D'autres substances, au contraire, exercent leur
effet activateur une fois pénétrées dans les cellules (le cord-factor au
niveau des mitochondries ; le LPS au niveau de la membrane lysosomiale).
Le résultat habituel de 1l'action de ces agents est une modi-
fication des activités enzymatiques et du contenu protéique global des
cellules. C'est pourquoi nous avons choisi comme critére d'activation
des macrophages le dosage des protéines solubles totales, celui de quel-
ques enzymes lysosomiales, telles que béta—glucuronidase, bé&ta-galacto-
sidase ou cathépsine C, et le dosage d'une enzyme cytoplasmique, la leu-
- cine-béta-naphtylamidase. Cette derni®re renseigne sur 1'état des cellules
et permet de vérifier si un éventuel relargage d'enzymes lysosomiales
dans le milieu de culture est un phénoméne actif, une exocytose, n'entrai-
nant aucune lyse cellulaire, ou un phénoméne passif, uniquement dd i la

mort des macrophages.

La stimulation des macrophages pér les diverses substances
utilisées, a été réalisée de deux manidres : d'une part, in vitro, sur
des cultures de macrophages véritondaux débarrassés de toutes les cellu-
les non adhérentes (lymphocytes, mastocytes, polynucléaires) et, d'autre
part, in vivo, par injection des produits dans la cavité péritondale, en
général 7 jours avant la récolte des exuda®s péritondaux. Dans ce dernier
cas, le dosage des enzymes cellulaires g été effectué aprés une culture
in vitro de 5 & 6 heures destinée 3 éliminer les cellules non adhdrentes

et ne doser que les macrophages.

A) Activation in witro

1) Substances utilisées

Nous avons utilisé les substances suivantes

- AgR (de M. smegmatis)
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~ WSA (de M. smegmatis)

- Muramyl-dipeptide

IPM (de M. smegmatis)

- Lipoprotéine d'Echinococcus granulosus
IPS de Salmonella typhi |

Toutes sont solubles en milieu aqueux, 'l'I.P.M.,de constitu-
tion microparticulaire, nécessitant toutefois un traitement 4'une dizaine
de minutes aux ultrasons pour obtenir une suspension homogé&ne opalescente.
ILes solutions-méres, réalisées en eau physiologique, sont dilu€es, aux
concentrations choisies, dans le milieu de culture utilisé systématiquement
dans toutes nos expérimentations : ’

- milieu de Eagle (Minimum essential medium : MEM) complété par
100 U.I./ml de pénicilline et 50 pg/ml de Streptomycine,et
contenant 10 % de sérum d'embryon de bovin décomplémenté

Ce milieu, ‘ainsi enrichi, est ci-aprés désigné comme le milieu
MEM +. |

Pour 1l'ensemble des produits testés dans l'activation in vitro .
des macrophages, nous avons adopté trois concentrations : 1,2 pg/ml,
12 pg/ml et 120 pg/ml, le milieu MEM + servant de témoin.

2) Cultures cellulaires

Les macrophages p3ritonéaux de rats consanguins HOODED LISTER
- sont récupérés par lavage péritongal avec 20 ml de MEM hépariné. Ies '
cellules de plusieurs rats, lavées et poolées (10 & 12 millions de macro-
phages par rat en moyenne), sont déposées en boites de Petri FALCON pour
culture cellulaire de 5 cm de diamétre, i raison de 2,5 & 3 mllllons de

macrophages par boite.

- Toutes les cultures ont lieu i 37°C en atmosphére a 5 % de 002
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Une préculture de 2 3 3 heures permet l'adhérence de 95 & 100 %
des macropahges.
1a couche cellulaire est alors lavée trois fois par agitation
circulaire énergique des boites avec 2 3 3 ml de MEM + tempéré, pour €li-
miner les cellules non adhérentes.

Deuxmillilitres cing de milieu contenant les substances a tester
sont déposés dans les boites (soit 3 pd, 30 pg ou 300 pg/boite de chadgue
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 a 2000 t/min.,
pour séparer les macrophages détachés. les surnageants sont aussitdt pla-
cés dans la glace. De leur cbté, les boites sont lavées trois fois avec
~du PBS froid (tampon phosvhate physiologique), les cellules lysées dans
1 ml de Triton X 100 i 0,1 % en tampon Tris 1072, MgC12, 10 2M i oH 7,2.
Chaque lysat est remis avec le culot de la centrifugation des milieux
correspondants. ,

L'on est ainsi en possession de 1 ml de lysat cellulaire et
de 2,5 ml de milieu contenant d'éventuelles anzymes relarguées, par boite
de culture. Ie Triton assure la solubilisation de la membrane lysosomiale
et libére ainsi toutes les hydrolases macrophagiques.

3) Dosages

Iles dosages suivants sont réalisés, a la fois sur le milieu
et sur les cellules : |

- protéines (dosage de Lowry, cf. pages techniques 199) ;

- leucine-@ -naphtylamidase (enzyme non lysosomiale qui n'est pas exo-
cytée lorsque les macrophages sont dans des conditions physiologiques
normales ; cf. pages techniques205) ;

- béta—glticufonidase (enzyme lysosomiale ; cf. pages techniques 200).
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Parfois, d'autres enzymes ont été dosées, mais pas systémati-
quement : b&ta—galactosidase, cathépsine C, IDH, 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 & 56°C
pendant 30 min. de la décomplémentation, ce qui n'est pas le cas de
la cathépsine C ou de la leucine-naphtylamidase qui donnent un bruit de

fond assez &leva.

Le tableau 31 résume l'ensarble des résultats obtenus pour
chaque "stimulant". Ce sont les moyennes de 2, parfois 3, exp@riences
a raison de 3 boites par concentration.

Entre les diverses séries existe une légére variation des
taux relevé@s dans les cellules non stimulées (premiére ligne de chaque
s€rie). Ces différences sont imputables 3 1'état des animaux au moment
de la récolte. En effet, les rats, bien que consanguins, n'ont pas &té
utilisés toujours au méme &ge ni dans un délai identique aprés leur

arrivée dans l'animalerie.

Ie taux protéique exorime, dans une certaine mesure, l‘acti-
vation cellulaire. Iorsque certaines hydrolases sont exocytées, le taux

protéique cellulaire n'augmente cue faiblement, et peut méme baisser,

alors que des protéines sont activement synthétisées par les cellules.

Les résultats sont donnés en 19 de protéines par million de macrovhages.
ILa leucine-naphtylamidase 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 mécanisme
normal d'une exocytose active. Le taux de leucine-naphtylamidase peut
augmenter lorsque la cellule est fortement stimulée. Lorsqu'il diminue,
c'est généralement le signe d'une souffrance celiulaire ayant entrainé
une lyse, responsable d'un relargage passif de 1'ensemble des enzymes
macrophagiques. Les taux rapportés ici sont des nanomoles de substrat
hydrolysé par heure et par million de cellules.
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( : - | - « - - . )
" (Prot&i-: Leu-naphtyl . Béta-—glucuronidase )
( nes : Cell. : Mil. : Cell. : A\ :Milieu:Act tot: A % ds mil)
( : : : : : : :
E R de M. smegmatis : : :
( 0 : 49,3 5,7 0 :197 : - : 0 :19,7 : = : O
(‘ 1,2 is540 59 ¢ o P89 -a1% 1,4 12,3 P+3%7 7%
( 12 : 60,0 5,5 0 /:21,5 +09,5%: 3,1 :24,6 :+25%: 12,53
g 120 46,2 S 3,3 2 12,6 — 36 6 10,1 22,7 + 16 %: 44,5 %
2 Muramyl-dipeptide
( O :+ 50,2 3,2 : 0 : 18,6 : - : 0 : 18,6 - : 0
f 1,2 50,2 1 3,7 0 20,0 i+ 7,5 %j 0 20,0 +7,5 g: 0
( 12 : 50,6 + 4,5 0 + 21,7 :4+16,6%: 0 + 21,7 :4+16,6%: O
f 120 ‘67,0 P 4,45 0 ‘25,0 +34,33° 0 250 ‘+34,4%° o0
( : : : : :
WSA
(— : : : : :
( 0 : 41,5 : 3,1 4] : 18,5 - 0 : 18,5 - : 0
g 1,2 lase P31l 0 fas,9 f-uasto26 P2g5 1 o0 Dous
( 12 : 47,2 + 3,4 : O : 14,6 - 22 %. 3,4 :+18,1 :-2%:18,8%
t120 43,2 736 7 0 T2 f+87% 58 1258 ‘+39,58° 2,53
( : : : : : :
IPM
( — : : : : : :
( O : 56,6 : 2,6 :+ O : 20,8 - : 0 : 20,8 : - : 0
{12 Ps2,7 13 20,0 -3,8%° 2,4 1224 +7,7% 10,73
(12 :52,8 : 3,9 : : 18,9 :~9,1%: 4,2 :23,1 :+ 11 %: 18,1 %
E 120 151,09 P30 % 0,3 f 82 f-e1%i14,4 P22,6 48,780 643
(0 :64,7 : 3,4 : 0 : 12,0 - : 22,0 - : 0
E 1,2 67,0 F 3,9 % o 25,1 ‘414’ P50 ‘+148° 0
(12 :69,0 : 3,8 : 0 :27,7 :+26%¢ :27,7 :+26%: O
g 120 76,0 P 42 7 0 P2, +32%' 59 1350 ‘+508} 1683
( . . : . .
IPS L L] L ] -
( o : : : H H
( 0 : 54,0 :+ 2,6 : 0 :+ 18,4 - : 0 £+ 18,4 : - : 0
E 1,2 54,0 2,5 16,0 © - 13 % 1,5 17,5 ‘—4,9 %: 8,6 %
(12 :51,0 : 2,2 : 0,3 :14,9 :-19%: 1,5 :16,4 :-11%: 9,1 3
(120 P90 1,6 P05 f11,0 f-40%f 2,1 P131 P-20%° 16
Tableau 31 : ILes doses d'agents immunostimulants sont données en Pg/ml

de milieu.

[ BYsS
( ULie

Effets in vitro de divers immunostimulants sur les macrophages de rat,

ILes protéines sont données en }1g/106 cellules.

ILa leucine~-naphtylamidase et la @—glucuronidase sont données

en nanomoles de substrat hydrolysé par heure et par 106 cel-

lules.
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La synthése de la bé&ta—glucuronidase est généralement forte-

ment stimulée par les agents activateurs, ainsi que 1'indique l'activité
totale correspondant a la somme 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 proportion

dans le milieu.

juvente humorale, présente un cas simple : la stimulation de 1'ensemble
des paramétres intracellulaires mesurés. On note un léger accroissement
des protéines (+ 34 %) 3 la concentration la plus élevée du produit, un
accroissement régulier de la leucinamidase (jusqu'ad 39 %) et de la béta-
glucuronidase (jusqu'd 34 %), mais vas de relar(jage extracellulaire de
ces molécules macrophagiques.

- = e = - -

liquide hydatique d'Echinococcus granulosus (BOUT et coll., 1974)43pré-

sente une action trés semblable au muramyl-dipeptide, avec cependant une
légére exocytose d'hydrolases lorsqu'elle est 3 la concentration de
120 Pg/ml : 17 % de la glucuronidase se retrouve dans le milieu ol 1'on

ne met pas en évidence de leucine-naphtylamidase cellulai_fe.

toxique pour les macrophages, légérement 3 1,2 pg/ml, mais beaucoup plus
nettement a 12 et 120 Pg/ml, avec une chute de prés de 40 % de la leucine-
naphtylamidase cellulaire et de prés de 30 % de 1l'activité totale de la
glucuronidase, alors que la glucuronidase libre dans le milieu ne repré-
Ssente que 16 %. Ce "trou" dans les proportions de glucuronidase provient
du fonctionnement défectueux des cellules en présence du LIPS dés le temps
zé€ro de la culture, alors que les cellules témoins, en MEM +, ont synthé-
tisé de la glucuronidase pendant les 16 heures de culture.
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d) Le WSA_est stimulant pour les macrophages et entraine une exocytose de
glucuronidase dont on retrouve 22,5 % de l'activité totale dans le milieu
a4 120 pg/ml. Cependant & 1,2 et 12 pg/ml, le WSA semble entrainer une
exocytose d'hydrolases sans accroissement de leur activité globale.

e) L'AgR de M, smegmatis provoque, & 12 pg/ml, une augmentation de 25 %
de la béta—glucuronidase, mais seulement de 16%a 120 pg/ml. A cette der-
niére concentration, 45 % de la glucuronidase passe dans le milieu de
culture, le contenu cellulaire diminuant de 36 % par rapport & la concen-
tration dans les cellules-témoins. Comme le taux intracellulaire de
leucine—naphtylamidase tombe de 42 % et celui des protéines de 6 %, on
doit considérer 1'AgR & 120 }Ag/ml comme toxique pour les cellules, ce qui
confirme les observations de microcinématographie.

A 12 Pg/ml, en revanche, le taux protéique des cellules aug-
mente de 22 %, celui de leucine-navhtylamidase 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.

gue nous avons étudiés. Il provoque une énorme exocytose de glucuronidase
sans marquer de toxicité cellulaire notable, sinon trés légére a 120 Pg/ml,
ol 1'on dose 9 % de la leucine-naphtylamidase dans le milieu, mais insuf-
fisante pour rendre campte du relargage massif de béta-glucuronidase
(64 %) dans le milieu. L'activité globale en cette enzyme augmente awvec
chaque concentration 4'IPM. .

L'on retrouve avec cette suEstance, l'effet des &léments
particulaires (amiante, immncomplexes, etc...) relevé par ALLISON et
son laboratoire sur les macrophages et leurs enzymes hydrolytiques. La
présence de particules ou d'antigénes particulaires augmente ou provo-

que le relargage des enzymes lysoscmiales et elles—-seules.
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Une culture de macrophages avec des particules de latex a

donmné un relargage spécifique de la béta—glucuronidase (tableau 32) :

.

:Protéi-

( : . )
E Latex ore Lﬁg— Bet;—glucuronldase o g
( : : Tcell. A Milieu Total A 3% Mllleu)
( : : s . )
( 0 £ 5,0 ¢« 4,5 : 22,7 - 0 22,7 - 0o )
( : : : ‘ )
(0,1ml:68,3 : 6,1 : 31,0 + 36 % 0 31,0 + 36 % 0 )
( : : : )
(0,5mL : 66,3 ¢ 7,1 : 30,2 +33% 6,7 36,9 +62% 18 %)
( : : )

Tableau 32 : Effet du latex sur des macrophages péritonéaux de rats WISTAR
en culture in vitro. Une suspension de latex 0,8 pm DIFCO,
diluée au 1/40 dans du milieu MEM+, a été distribuée selon
les quantités indiquées, dans les 2,5 ml finals de la culture
de macrophages.

On voit que parallélement & une augmentation de 1l'activité
intracellulaire de leucine-naphtylamidase et de 1'activité totale en
béta~glucuronidase, il y a un relargage de cette dernidre enzyme dans le
milieu de culture. Notons une certaine adsorption des protéines relarguées,

sur les particules de 1é:1tex non phagocyfées.

En conclusion, l'ensemble des molécules utilisées stimulent,

a des degrés divers, les macrophages en culture in vitro, 1'IPM &tant le
stimulant le plus actif, au moins sur 1l'exocytose spécifique des enzymes
lysosomiales qu'il provoque. L'AgR d ce titre posséde une trés légére

action, mais se révéle toxique 3 trop forte concentration.

5) Stimulation avec du sérum de rats infectés

par_S._mansoni

ety e e ki e i e i

Selon le méme protocole de culture des macrophages que celui
utilisé avec les stimulants décrits ci-dessus, nous avons appliqué pen?

- dant 16 heures, a des macrophages véritonéaux de rats FISHER, 10 & de
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sérum de rats syngéniques sains ou infestés par Schistosoma mansoni.

les dosages ont donné les résultats du tableau 33.

Sérum de rat

Sérum de rat infests A

(
(
( sain .
( depuis 70 j
(
( 6 + +
( Protéines (Pg/lo cells) 44,6 - 5,2 45,6 - 8,5 % 2,2 %
(
. 6
( Cathépsine C (nM substrat/10 + + -
( cell/h) 66 3,4 62 2,5 6 %
( .
( @-glucuronidase( ") 29 ¥ 7,5 39 ill,S + 33,5%
(
( ( -galactosidase ( " ) 89 ¥ 14 1010 ¥ 17 +13,5%
( .
E Phosphatases acides ( " ) 14 ¥ 20 119 & 22 + 4,4 %
(

Nt S S N NtV Nl Nt Nml Nt Vst il it Vg Nt il gt Nl

Tableau 33 : Effets comparatifs d'une sérum de rat FISHER sain et d'un

sérum de rat infesté par S. mansoni depuis 70 jours, sur
divers paramétres de macrophages péritonéaux de rats syn-

géniques en culture in vitro

On rexnarciue, qu'a l'exception de la cathépsine C qui dé-
croit, toutes les autres activités augmentént en présence du sérum de
rat infesté, la béta-glucuronidase pfésentant un taux supérieur de
prés de 34 % 3 celui obtenu avec du sérum de rat sain.

Quel peut é&tre 1l'effet d'antig@nes parasitaires sur des
macrophages ainsi "“armés" ?

Aprés 16 heures de contact macrophages-sérums de rat, nous
avons ajouté aux milieux 50 }11 d'un broyat frais de vers adultes de
S. mansoni et avons laissé les cultures 3 heures supplémentaires. Les
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dosages n'ont été réalisés que sur les cellules, car les milieux
contiennent une forte proportion des diverses enzymes dosées, appor-

tées tant par le sérum de rat que par les broyats de schistosomes
(Tableau 34).

Sérum de rat Sérum de rat
sain infecté A

+ broyat de schistosomes

Protéines (jig/10° cell) 39,6 22,3 431%2,3 +8,9%
thépsine C (m/10° cell/h) 45 * o5 a4 Y35 - 2,23
p-glucuronidase ( ") 36 T 4 34 T 4 - 5,5 %
B-galactosidase ( " ) - 35 pa 2,5 33 % 3 0
Phospt}atases acides ( ") 139 T 2 151 g +8,6%

Lo T T T W B i T T i P A N P
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Tableau 34 : Action in vitro d'un broyat frais de Schistosomes adultes
sur divers paramétres de macrophages "armés" par des sérums

de rats sains ou infectés par le parasite depuis 70 jours.

Sauf pour les phosphatases acides, les taux enzymaticques
diminuent dans les macrophages spécifiquement armés par du sérum de rat
infesté : la fixation des immunoglobulines cytophiles, suivie de celle
des antigénes particulaires' du broyat de parasite ont provoqué une
exocytose des enzymes hydrolytiques des macrophages.

Il faut en effet considérer que les taux intracellulaires

de ces molécules sont fortement augmentés par la préculture des cellules .

dans du sérum de rat parasité (Tableau 33) et que la différence entre
les deux types de culture aord@s action des antigénes parasitaires
(Tableau 34) n'est pas le reflet du relargage réel effectivement produit

par ces antigénes.
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En conclusion de ces expérimentations d'activation in vitro,
on peut dire que, sans préjuger de l'activité biclogique des macrophages
stimulés par ces divers agents, en particulier quant 3 leur toxicité
vis—a-vis de larves de schistosomes, il est possible d'affirmer que
1'IPM est un activateur p/uissant du métabolisme macrophagique et qu'a
un degré moindre, 1'AgR et le WSA le sont aussi.

Enfin, le sérum de rat parasité est également stimulant
et provoque une activation des enzymes du macrophage, supérieure a celle
obtenue avec le sérum de rats sains.

Ces observations, réalisées sur des macrophages en culture
in vitro, débarrassés des cellules immuno-compétentes normalement 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_xrivo

1) Stimulation des macrophages

Les mémes agents, testés in vitro, ont &té utilisés in viwvo
a8 2 pg, 20 pg, 200 pg et 2 000 pg en solution dans 1 ml d'eau physiolo-
gique injecté dans la cavité néritonéale de rats HOODED LISTER consan-—
guins (2 rats par concentration). Deux rats témoins regoivent 1 ml d'eau
physiologique.

Sept jours plus tard, les macrophages péritonéaux sont
récupérés par lavage péritonéal avec 20 ml. de MEM hépariné. Les cellules
lavées de chaque rat sont réparties dans 3 boites de Petri FALQON pour
culture cellulaire de 5 cm de diamétre, & raison de 3 millions de cellu-
les par boite.

Aprés 3 heures de culture pour permettre 1'adhérence des ma-—
crophages, le surnageant contenant les cellules non fixées est &liming,
la couche cellulaire est énergiquement lavée trois fois par agitation
circulaire des boites avec du PBS froid.

Les macrophages sont alors lysés avec 1 ml de tampon Tris-
Magnésium pH 7,2, contenant 0,1 % de Triton X 100. Les dosages décrits
dans l'activation in vitro (protéines, b&ta—glucuronidase et leucine-

naphtylamidase) sont réalisés sur les lysats cellulaires.
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2) Reésultats

les taux obtenus, rapportés sur le tableau 35 et la figure 36,
sont moins spectaculaires que ceux observés in vitro.

A 1l'exception de la lipoorotéine de kyste hydatique et de
1'AgR de M. smegmatis, 1'ensemble des substances injectées se révélent

peu stimulantes.

' -Le muramyl-dipeptide est aussi faiblement activateur in vivo
qu'in vitro. Le WSA stimule la b&ta—glucuronidase, surtout a 200 P9
(+ 45,5 %) mais trés peu les protéines et la leucine-naphtylamidase. Le

LIPS et 1'IPM stimulent la glucuronidase aux faibles concentrations (2 pg
et 20 pg), 1'IPM étant encore actif & 200 Jg avec sans doute un relargage
in vivo de la @—glucuronidase, puisque son taux intracellulaire diminue,
- alors que la leucine-naphtylamidase double par rapport aux macrophages
témoins.

1a lipoprotéine de kyste hydatique déclenche un accroissement

général des paramétres macrophagiques choisis dans cette expérience,

comme cela se produit in vitro ; cet accroissement est cependant supérieur
ici : les protéines augmentent de 31 %, la glucuronidase de 52 % et la
leucine-naphtylamidase de 160 % (2,6 fois plus que dans les té&moins).

Jusqu'a 200 pg, 1'AgR de M. smegmatis est stimulant, mais

toxique & 2 mg puisque l'accroissement du nombre de molécules dosées est
moindre a cette derniére concentration qu'a 200 pg (particuliérement pour
la leucine—naphtylamidase) . ,

I1 ressort de cet ensemble d'activités que la stimulation
in vivo des macrophages entraine une certaine modification des taux
intra-cellulaires enzymatiques, mais que ces altérations ne signifient
pas grand chose par elles-mémes si 1'on ne fait pas agir ces cellules
stimulées sur des cibles biologiques ol les mécanismes cytotoxiques éven-
tuellement activés pourront se manifester.

C'est 3un tel effet que nous avons exposé des larves parasi-
taires, dans les expériences qui seront décrites dans la seconde partie
du dernier chapitre, consacré 3 1'application de 1'immunostimulation
humorale et macrophagicue dans la schistosomiase expérimentale du rat.
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STIMULATION ENZYMATIQUE DES MACROPHAGES IN_VIVOQ

( s H : H
( Eau Phys. : 2 pg : 20pg 200 pg  : 2 000 pg
( : : : :

( : : : : :

( IP : : : : :
Prqtéines : 32,70 : 33,98 : 39,87 : 41,14 : 40,68
Bsta~glucur. . 22,1 © 24,7 } 24,7 % 20,4 P 21,4
Leucine-NA : 5,3 : 4,6 : 7,6 H 11,7 : 10,0
p : oot ; ;' :
Protéines : 35,70 : 44,5 : 35,4 : 43,5 : 46,8
Béta-glucur. © 22,4 © 26,9 ' 306 ° 34,0 34,
Ieucine-NA : 5,9 : 8,5 : 13,9 : 11,1 : 15,3
AgR : ° '
Protéines  : 34,5 : 49,4 : 47,1 : 55,3 : 52,0
Béta—glucur. 23,2 35,9 % 30,2 ¢ 35,4 ' 34,2
Ieucine-NA : 5,8 : 9,7 : 7,0 : 16,0 : 10,1

S : : : ; :
Protéines : 35,8 : 48,2 : 41,0 : 40,9 : 35,9
Bétaglucur. @ 22,6 1 19,3 ¢ 25,7 % 21,9 ¢ 221
Leucine-NA : 5,7 : 8,1 : 7,4 : 5,8 : 7,6
Muramyl-dip. : ; ; ; ;
Protéines : 35,9. : 38,6 .2 35,7 : 36,7 : 34,6
Béta-glucur. : 23,6 : 29,9 : 24,0 : 24,8 : 24,4
Ieucine-Na 5,9 o33 Y 61 T 62 P 6,9
WSA : ; : ; ;
Protéines : 35,7 37,0 : 35,4 : 36,0 : 34,8
Béta-glucur. '@ 22,3 © 30,9 ¢ 28,6 ' 32,6 1 29,9
Leucine-NA : 5,7 : 5,1 : 5,9 : 5,3 : 5,3

VvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvVvvvvvvvvvvvvvvbvvv

Tableau 35

: Effet de 1'injection intrapéritonéale d'eau physiologique

et de divers immunostimulants sur les macrophages de rats

HOODED LISTER consanguins. Les protéines sont exprimé
' SHLN
en pg par 106 cellules, et les activités enzymatiques\\3&z4

o

en nanomoles de substrat hydrolysé par heure et par

million de cellules.
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Dans la premiére partie du chapitre qui suit, nous rapportons
les éssais de stimulation de la production des immunoglobulines E au cours
de 1l'infection expérimentale du rat par S. mansoni. Parmi les adjuvants
utilisés, figure 1'AgR mycobactérien dont les qualités immunostimulantes
dans la production d'anticorps se sont révélées positives vis-d-vis de

1'albumine.




CHAPITRE V

APPLICATION A LA SCHISTOSOMIASE EXPERIMENTALE DU RAT
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I - POTENTIALISATION DES IgE

Les infections parasitaires sont responsables d'un important
accroissement de la synthése des immunoglobulines de type E (réagines)
spécifiques et non spécifiques du parasite. Cette particularité entraine
une forte élévation du taux sérique des IgE globales du sujet parasité
avec ses conséquences sur le développement d'une hypersensibilité immé-
diate, mais aussi sur l'apparition d'une résistance a la réinfection,
dans la mesure ol ces imwnoglobulines coopé&rent in vivo avec les macro-
phages pour détruire les larves nouvellement introduites dans 1l'organisme.

Dans 1'intention d'accroitre la réponse humorale et particu-
liérement celle des IgE, nous avons &étudié 1l'effet de 1'injection de di-
vers adjuvants simultanément & une infestation expérimentale par Schisto-

soma mansoni chez le rat FISHER.

A) Protocole d'infestation et 4'immunostimulation

1) Infestation des rats

Des rats FISHER consanguins miles de 180 g sont maintenus
en décubitus dorsal. La surface abdominale, rasée puis mouillée 3 1l'eau,
recoit un anneau en inox de 2 cm de diamétre sur 1 am de haut maintenu
par une bande adhésive.

On réalise une suspension aqueuse de cercaires de Schistosoma
mantsoni fraichement émises par des mollusques infestés depuis 3 semaines -
et placés a 30°C. Aprés numération d'un demi ml, en ILugol 4 5 %, la
suspension de cercaires est ajustée 3 800 larves par ml et 1 ml de celle-
ci est déposé dans 1l'anneau métallique fixé& sur la peau abdominale des
rats. Le contact entre larves et rats est poursuivi de 20 3 30 min. délai
au bout duquel 99 a 100 % des cercaires ont pénétré dans la peau des

rongeurs.
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2) Injection des adjuvants

’

A\i moment de détacher 1'animal, en fin d'infestation, il recoit,
en injection sous—cutanée dans le flanc, 0,2 ml d'hydroxyde d'alumine con-~
tenant 1'adjuvant 3 tester. ILe gel d'aluminium est réalisé par précipita-
tion d'hydroxyde d'alumine 3 vartir d'une solution de sulfate d'alumine

en présence de soude (cf. pages techniques 195). Il est injecté i la
concentration de 1 mg d'aluminium par ml, soit 200 pg d'aluminium par
dose adjuvante dans nos conditions de stimulation.

Tous les 7 éi 10 jours, les animaux sont saignés par prélé&vement

dans le sinus rétro-orbital.

Parmi les substances immunostimulantes utilisées, nous avons
introduit des germes tués de Bordetella pertussis. En effet, B. vertussis,
le bacille de Bordet et Gengou agent de la coqueluche, est une bactérie
qui stimule les IgE vis-a-vis d'antigénes injectés en méme temps ou peu

de temps avant ou aprés elle. L'antigéne "histamino-sensibilisant" a &té
récemment isolé (LEHRER et coll., 1975/ |

Comme source de bacille, nous avons employé le vaccin anti-
coquelucheux de 1'Institut Pasteur (PERTHYDRAL) qui contient 5 milliards
de germes tués par ml d'hydroxyde d'alumine.

Nous avons mené quatre séries différentes d'infestations

stimulées :

a) dans_une_premifre étape, nous avons infesté 25 rats, répartis en cing

groupe de cing :

—- 5 rats ont regu chacun 1 milliard de B. pertussis

- 5 rats ont regu chacun 1 million de B. pertussis par dilution

du vaccin anticoquelucheux au 1/1000, avec de 1l'eau physiolo-
gique

= S5 rats ont regu 10 pg d'AgR de M. smegmatis

= 5 rats ont regu 10 pg de lipoprotéine de kyste hydatique

= 5 rats témoins ont regu 1'hydroxyde .d'alumine seul.
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— e e e e e wm W

mulés selon la repartltlon su_lvante :

10 rats ont regu 10 pg de LIPS de S. typhi en solution dans la

suspension d'hydroxyde d'alumine ;

10 rats n'ont regu que 1'hydroxyde d'alumine.

répétée par plusieurs injections de 1l'adjuvant :

=~ 10 rats ont été stimulés le jour de 1'infestation par 10 P9 de
lipoprotéine (LP) de kyste hvdatique (Echinococcus granulosus)
en Al (OH)3, puis ils ont recu 10 pg de LP en Al (OH)3 les
%me, 20&me et 30é&me jours de l'infestation ;

=~ 10 rats témoins ont été stimulés les mémes jours var 1'hydroxyde

seul.

- em e am e

tion de 1' adjuvant dans les coussinets plantaires postérieurs. Ce groupe

se partage en deux :

- 5 rats ont été vaccinés par 10 pg de WSA dans les 0,2 ml d'’Al (OH) 3

- 5 rats témoins ont &té vaccinds avec 1'Al (OH) 3 seul.

3) Réponse secondaire

Cent quarante neuf jours api:és la premiére infestation, a une
époque ol le taux sérique des IgE globales est revenu au niveau initial,
et ol 1'immmité & la réinfestation est en principe abolie, nous avons
réinfesté, avec 800 cercaires, les rats stimulés, lorsde la premiére
infestation, par B. pertussis et par 1'AgR de M. smegmatis, ainsi que
les témoins, en omettant cette fois—ci 1'adjuvant.
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4) Dosage des IgE

Ies IgE sériques globales sont dosées par une technique radio-
immunologique selon le protocole décrit par CARSON et coll. (1974{?cf.
pages techniques 192). ILes IgE contenues dans le sérum a doser entrent en
compétition avec une quantité donnée d'IgE marquées érl'iode 125 pour la
fixation sur des anticorps IgG spécifiques des IgE.

Les IgG étant insolubles dans le sulfate d'ammonium & 33 % et
les IgE étant solubles, on précipite avec ce sel les IgG et les IgE ocom-
plexées aux IgG, laissant en solution les IgE libres. Parmi ces IgE li-
bres, les molécules radioactives sont d‘'autant plus abondantes qu'il y
avait davantage d'IgE en compétition dans le sérum & doser. Les IgE radio-
actives sont évaluées par mesure du rayonnement gamma d'une fraction du
surnageant de la précipitation.

les résultats sont exprimés en pg/ml d'IgE, par comparaison
avec la radioactivité obtenue avec une gamme étalonnée d'IgE pures (§).

Pour chaque adjuvant testé, les sérums, dosés individuellement
et en trois exemplaires, sont regroupds var jours de prélévement aprés
1'infestation. La moyenne donnée est la moyenne géométrique ou médiane,

avec les limites du domaine de confiance de 95 %.

B) Résultats

1) Premiére infestation

Quatre groupes d'infestations ont été réalisés, comme indiqué

plus haut.

a) le tableau 37 donne, pour la premiére série, les taux moyens, en pg/ml,

d"IgE obtenus entre le jour de 1l'infestation et‘le 140éme jour. Ce ta-
bleau est traduit en courbes sur les figures 38 a 43, (suite du texte ». 145).

(§) Nous devons 3 Madame Roselyne ROUSSEAUX d'avoir ou mener 3 bien le dosa-
ge des quelques 1400 sérums recueillis au cours de ce travail, gréce aux
IgE marquées qu'elle a prépardes pour nous. Nous remercions &galement
Monsieur H. BAZIN pour les IgE purifiées utilisées dans ces dosages.
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tés par S. mansoni et

10 pg de IPS de S. typhi en sous-cutanée

D remond L Les ;

J 0 :0,11 (0,08 - 0,14) : 0,25 (0,20 - 0,32) ;

g 12 (0,08 (0,06 -0,09 }0,13 (0,10 - 0,16) ;

J 20 :0,48 (0,28 - 0,82) = 0,07 (0,04 - 0,11) )

J 30 1,31 (0,62 -2,73) 0,31 (0,20 - 0,49) ;

J 40 :1,37 (1,06 - 1,76) : 1,34 (0,9 - 1,88) )

J 50 : 1,03 (0,70 - 1,52) : 0,63 (0,47 - 0,85) ;

J 61 :0,88 (0,55 - 1,41) : 1,00 (0,71 - 1,43) )

Jg 71 0,86 (0,69 - 1,08) © 0,63 (0,50 - 0,79) ;

J 79 :0,70 (0,51 - 0,97) : 0,59 (0,49 - 0,71) )

J 9 0,61 (0,36 - 1,03) : 0,28 (0,21 - 0,39) ;

J 100 : 1,13 (0,67 - 1,91) : 1,55 (0,88 - 2,76) )

J 110 0,72 (0,42 - 1,24) 0,43 (0,27 -'0,68) ';

J 120 : 0,53 (0,35 - 0,80) : 0,42 (0,27 - 0,67) )

f 313t }0,13 (0,10 - 0,17) 0,10 (0,09 - 0,12) ;

( 3141 :0,14 (0,10 - 0,20) : 0,09 (0,07 - 0,12) )

f J 152 ; 1,02 (0,73 - 1,42) 0,38 (0,26 - 0,57) ;

( 3160 : 1,15 (0,68 - 1,93) : 0,46 (0,33 - 0,66) )

5\ J170 0,42 (0,25 -0,72) . 0,49 (0,35 - 0,68) ;

( 318 :0,51 (0,25 - 1,06) : 0,42 (0,31 - 0,56) )

E 3190 0,39 (0,21 - 0,72 :‘o,eo (0,42 - 0,85) ;

E J 200 : 0,39 (0,24 - 0,65) : 0,16 (0,10 - 0,25) ;
Tableau 44 : Taux sériques des IgE

chez des rats infes-

recevant le méme jour

dans le flanc.
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( / : )
( : Témoins : L.P. )
( . . kyste hydatique )
§ J 0 s 0,19 (0,14 - 0,26) : 0,21 (0,13 - 0,33) ;
E J 10 s 0,11 (0,09 - 0,13) . 0,15 (0,11 - 0,20) ;
( J 20 &: 0,20 (0,11 - 0,35) : 0,13 (0,09 - 0,17) )
f J 30 s 1,46 (0,98 - 2,18) 0,25 (0,18 - 0,35) ;
( J 40 : 3,63 (2,68 ~4,93) =: 2,71 (1,95 - 3,75) )
f J 50 l2,08 (1,3 -3,19 2,34 (1,87 - 2,93) ;
( J 61 :0,92 (0,76 - 1,12) : 0,78 (0,70 - 0,87) )
( T 7L 1062 (0,43-0,90) 0,44 (0,3 - 0,57 )
( J 83 :0,73 (0,46 - 1,77) : 0,18 (0,14 - 0,24) )
f J 90 0,57 (0,41 -0,81) 0,53 (0,41 ~ 0,69 ;
( 3100 :0,19 (0,15 -0,25 : 0,15 (0,13 - 0,17) )
(gm0 P49 1,00-2,03 F 1,15 (0,86 - 1,56) )
( 3119 :1,50 (1,00 - 2,27) : 1,01 (0,71 - 1,43) )
§ J 132 ] 0,5 (0,36 - 0,85) 0,32 (0,27 - 0,37) ;
(g )
( )

142 : 0,42 (0,27 - 0,64) : 0,32 (0,26 - 0,41)

Tableau 46 : Taux sériques des IgE chez des rats FISHER

infestés par S. mansoni et recevant plusieurs

injections de 10 pg de la lipoprotéine de kys-
te hydatique (injections les jours marqués S).

Les témoins regoivent aux mémes moments de
1'hydroxyde d'alumine (entre parenthése :
domaine de confiance de 95 %).
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Nt Sl Nt Nt Nl N Nt S S sl sl Nt it St St as? il s i “gt? s gt S ns?

E H Témoins ; WSA

( : :

f J 0 : 0,05 (0,041 - 0,055) : 0,05 (0,042 - 0,054)
E 3 10 0,06 (0,047 - 0,074) 0,06 (0,048 - 0,066)
( 3 20 : 0,26 (0,159 - 0,440) : 0,43 (0,305 - 0,596)
g J 31} 1,32 (0,63 -2,80) © 1,53 (1,08 -2,18)
(J 40 : 1,23(0,79 -1,94 ) : 0,9 (0,80 -1,21)
§ g 4 1 1,05 (0,68 -1,61) : 0,80 (0,38 - 1,70 )
( J 61 : 0,28 (0,24 -0,34) : 0,31 (0,18 - 0,54 )
f g 70 P 0,22 (0,08 -0,64) f 0,18 (0,12 - 0,27 )
(J 8 : 0,29 (0,18 -0,47 ) : 0,11 (0,09 - 0,13 )
f J 9 1 0,27 (0,16 -0,44) ‘0,22 (0,18 -0,28)
( J 101 : 1,29 (1,02 -1,63) : 0,33 (0,21 ~-0,53)
g J 10 P 0,45 (0,20 -0,98) ) 1,18 (0,74 - 1,88 )
E 3123 1 0,24 (0,13 -0,4) 0,28 (0,23 -0,35)

Tableau 48 : Taux sériques des IgE chez des rats infestés par S. mansoni

et stimulés le méme jourjlavec 10 pg de WSA.
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( Animaux réinfestés, sans injection d'adjuvant

J 140

(

(

(

(

(

§ i2 + 8 (157)
{( i2 + 19 (168)
( .

( 31 %4 %3}
( i2+ 53 (202
g i2 + 60 (209)
( i2 + 70 (219)
g i2 + 81 (230)
( i2+ 96 (245)
f i2 + 106 (255)
(

e es oo

ee oo

Témoins

(

: AgR

)

)

)

)

non réinfestds g Bordetella pertussis 6 )

10 10 : )

. : : : )

0,27 (0,19-0,37) : 0,28 (0,19 - 0,42) : 0,19 (0,11 - 0,31) : 0,39 (0,26 - 0,58) )

0,30 (0,16-0,56) > 0,74 (0,34 - 1,59) ° 0,24 (0,11 - 0,50) ® 0,49 (0,30 - 0,80) g

0,32 (0,26-0,40) : 7,52 (4,42 - 12,78) : 1,59 (0,96 - 2,63) : 6,29 (4,16 - 9,51) )

0,76 3%,32—%,%%) f1é,g; (8,60 1%,22) ‘6,64 (3,97 - 11,12) 212,78(11;44 27,62) ;
’ 14274, * ’ ’ - : ’ ’ *2 ’ ’

0,16 0,11—0,223 : 6,22 54,22 9,12)) : f,?? f&,gi 1?3&?’ :16,93(%3:38 3§,3§} )

- {5,99 (3,14 - 11,42) ° 1,80 (0,55 - 5,91) 21,75(14,27 - 33,17) g

- : 5,89 (3,22 -10,78) : 1,74 (0,55 - 5,52) :20,82(14,59 - 29,69) )

- 4,56 (2,59 - 8,03) ° 0,82 (0,44 - 1,50) ‘19,52(11,86 - 32,11) ;

- : 1,32 (1,84 - 4,80) : 0,83 (0,38 - 1,80) :20,30(15,44 - 26,69) )

- P2,97 (1,84 - 4,80) 0,60 (0,27 - 1,28) °17,11(8&,99 - 22,53) ;

)

Tableau 50 : Taux sériques en IgE globales chez

premiére infestation 3 S. mansoni,

des rats FISHER mdles réinfestés le 1492me jour aprds une
selon l'adjuvant regu lors de cette premidre infestation.

€Y1
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b) Le tableau 44 présente les taux d'IGE obtenus avec les rats stimulés

par le lipopolysaccharide de S. tyohi (courbe fig. 45).

c) le tableau 46 donne le résultat de 1l'injection répétée d'hydroxyde

d'alumine chez les témoins et d'hydroxyde d'alumine avec de la lipo-—

protéine de kyste hydatique chez les animaux expérimentaux (courbe

de la fiqure 47).

d) La quatriéme série d'infestation correspond & des animaux recevant
simultanément dans les coussinets plantaires postérieurs 10 P9 de
WSA (toujours en Al (CH) 3)
mine seul (tableau 48 et figure 49).

; les témoins regoivent 1'hydroxyde d'alu-

2) Réinfestation

Nous avons réinfesté au jours 149 les rats des deux séries

B. pertussis et les rats de 1'AgR M. smegmatis. Le tableau 50 et la

figure 51 donnent les taux d'IgE obtenus avec ces divers animaux qui
n'ont pas regu l'adjuvant lors de la seconde infestation.

C) Discussion

les infections parasitaires stimulent fortement la synthése
de 1l'ensemble des IgE de l'organisme. Il est difficile et hors de notre
Dropos, de vréciser actuellement si cette stimulation intéresse toutes
les cellules destinées 3a une synthése d'IgE bu seulement celles qui
avaient dé&ja comrencé leur différentiation vers la cellule sécrétrice

d'IgE au moment de 1'infestation.

1) Ie premier point 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 1'amplitude.
Il semble, & premiére vue, que les adjuvants utilisés, a la dose uti-
lisée, n'ajoutent pas grand chose 3 la potentialisation majeure de

1'infection parasitaire.
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En réalité, la courbe "témoin" qui est, dans les diverses
expériences, la courbe obtenue avec les animaux recevant le seul sup-—
port minédral des adjuvants bactériens, est déja une courbe stimulée.

Le dosage des IgE chez les animaux immunisés avec un million de B. per-—
tussis (courbe 39) constitue la vériable courbe témoin car nous avons
dilué mille fois le vaccin anticoquelucheux avec de 1l'eau physiologique -
pour réaliser cet adjuvant. Il apparait ainsi que 1'hydroxyde.d'alumine
lui-méne est un bon stimulant de la synthése d'IgE ce que d'autres au—
teurs, tels REVOLTELIA et OVARY (1969)3:8avaient constaté chez le lapin
par les tests d‘'anaphylaxie cutanée passive.

Quant 3 la dose de 10 pg sur laquelle nous nous scmmes arré-
tés vour ces expdriences, nous l'avons choisie sur les observations de
PERINI et MOTA (1973)°qui avaient démontré un effet optimum sur la syn-—

. thése des IgE de 20 ng de LPS par kilo chez le cobaye. Nous avons donc
fixé & 10 pg pour tous les adjuvants bactériens ou parasitaires, la
quantité introduite dans chaque animal (exception faite de 1'expérience
de stimulation répétée). Il nous a varu qu'une faible dose avait plus
de chance de stimuler préférentiellement les IgE et, d'autre part, pou-
vait rendre plus évident un pouvoir adjuvanc efficace.

En ce qui concerne B. Eertussis, certains auteurs (BINAGHI et

BFNACERRAF, 19643 JARRETT et coll., 1974)°utilisent les doses de 10 milliards

de germes var rat en injection intrapéritonéale, 1l'équivalent de 2 ml
de PERTHYDRAL (Pasteur). Etant donné le mode d'injection en sous-cutanée

choisi, nous avons diminué le volume et donc la dose administrée.

2) Sur le plan du E_agx_ d'IgE globales obtenu,
1'AgR se révéle comme le plus efficace (courbe 41) ; la réponse secon-—
daire de ces animaux 3 la deuxiéme infestation (réalisée sans adjuvant)
est d'ailleurs beaucoup plus forte qu'avec les autres adjuvants (courbe
51), ce que nous interprétons comre la démonstration du développement
d'un plus grand nombre de cellules-mémoires lors de la premiére infec-
tion. Pour chacun des stimulants, le niveau de la réponse secondaire
est sensiblement décuplé par rapport a celui obtenu lors de la premiére
atteinte parasitaire.

Enfin, la stimulation répétée, que ce soit avec la lipopro-
téine ou avec 1'hydroxyde d'alumine, augmente le taux maximum obtenu

d 40 jours, par rapport & une seule injection des divers immunostimulants.
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3) Si 1'on s'intéresse & la forme de ces oourbes,
deux éléments frappent 1'observateur.

Tout d'abord, la montée brutale entre le 10éme - 20éme jour
et le 30éme - 40&me jour, accroissement important déja noté par d'autres
auteurs (ROUSSEAUX, 197472’ A ce sujet, il peut &tre utile de remarquer
le retard obtenu dans cette montée 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 a leurs témoins respectifs. Le
probléme reste entier de conmnaitre le signal de la synthése IgE, la nature
de 1'antigéne déclenchant. Provient-il des larves détruites lors de la
pénétration dans la peau ? des larves détruites dans les poumons ? du
métabolisme des vers installés dans le systéme porte ? ou, tardivement,
du relargage antigénique massif provoqué par le rejet de la population
- parasitaire ?

On sait que les petites quantités d'antigénes favorisent 1la
synthése d'IgE. Est-ce le cas dans l'infection par S. mansoni chez le
rat, en particulier dans les premiers jours de l'infestation. Nous pen-
cherions, quant 3 nous, pour cette solution &étant donné le délai trés
court dans certains cas (10 & 15 jours) pour obtenir un taux élevé d'IgE.

le second point frappant, et peut-étre le plus important sous
1'angle de 1'immunostimulation, est le "creux" formé dans toutes les
courbes entre le 50é&me et le 90&me jour environ, avec la remontée tempo-
raire des IgE aux alentours du 100&me 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 30éme - 40éme jour (cf.
courbes 41 et 42 par rapport 3 la courbe témoin 39). Le probléme est

de savoir 3 quoi correspond ce creux. Il est tentant de penser qu'il

est produit par la "consommation" des IgE par les antigénes parasitaires
mis en circulation principalement lors du rejet des vers, et donc la for-
mation d'immuncomplexes. Ceux—ci,s'ils circulent dans le sérum, ne sont
pas dosés par 1a‘technique utilisée, ou bien, sont blogués ou éliminés
dans quelque organe du rat. La remontée des IgE serait alors produite
par la diminution puis la cessation de la libération des antigénes para-

sitaires, suivies peu aprés de la fin de la synthése des IgE elles-mémes.
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Dans ce cas, la production réelle d'IgE en présencé des divers immunosti-
mulants utilisés, correspondrait & des courbes sans ce creux, telles qu'on
| peut les imaginer en poursuivant fictivement la courbe de montée pour re-
joindre le second pic de fin de synthése. L'importance du creux serait
donc directement proportionnel & 1'abondance des immuncomplexes formés,
lesquels semblent jouer un rdSle majeur dans l'armement des macrophages
dans la période d'immunité & la réinfection. | |

Une objection importante s'oppose cependant 3 cette explica-
tion de la chute temporaire du taux d'IgE : c'est que ces courbes sont
celles des IgE globales et non celles des IgE spécifiquement antiparasi-

taires.

4) Notons également la baisse systématique des IgE
circulantes entre le jour de 1l'infestation et le 10&me jour, parfois méme
le 20é&me jour.

En faisant abstraction de 1l'objection sur la nature des IgE
dosées dans ce systéme, 1'hypothése la plus simple serait la complexation des
IgE existantes avec les premiers antigénes libérés par les larves détrui-
tes dans la peau ou les poumons dans les premiers jours de 1'infection.

Mais 13 encore nous n'avons aucun arqument expérimental pour &tayer cette

supposition.

5) Enfin, nous avons été trés étonnés par la cind-
tique sur 200 jours des animaux stimulés par le LPS (fig. 45), avec le’
retour du taux des IgE au niveau initial entre 1le 130 et le 140é&me jour,
suivi d'une remontée, apparemment persista_nte)'de quelques semaines. les
rats té&moins et stimulés de cette expérience vivaient dans des‘cages sé-
parées, par groupes de cing animaux. Nous n'avons malheureusement pas
disposé dans cette expérience de témoins supplémentaires non infestés
qui nous auraient permis de déterminer si cette soudaine élévation du
taux des IgE globales était due 3 une infection parasitaire contractée
dans l'animalerie par 1l'ensemble des rats de cette série, -ou s'il s'agit
d'une évolution normale du taux de ces anticorps dans 1'infection bilhar-

zieme.
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En conclusion, il nous semble nécessaire d'élucider la nature
de la stimulation antigénique responsable de 1'initiation de la syntheése
des IgE spécifiques et globales, pour pouvoir déterminer la forme 4'immu-
nostimulation par adjuvant, la plus adaptée au but 3 atteindre, qui est

la vaccination antibilharzienne sans parasitose, réalisée au moyen du ou

des antigénes 3 IgE correctement potentialisés.

Toutefois, 1'apport principal de cette série d'expdriences
de stimulation nous parait &tre la prolongation de la durée de synthése
des IgE, qu'il serait intéressant de faire corréler, chez ces animaux,
avec la durée précise de 1'immunité & la réinfestation.

Si la stimulation des IgE dans le cours de 1l'infection para-
sitaire est un élément important, le mécanisme d'application de ces immua-—
noglobulines est un facteur tout aussi intéressant. C'est pourquoi, nous
avons utilisé les sérums obtenus dans ces diverses expériences d'immuno-
stimulation pour provoquer 1l'enrobement des larves du parasite par des
macrophages normaux et mesurer par un test de radiomarquage au chrome le

niveau de cytotoxicité des cellules sensibilisées par les IgE.

ITI - ARMEMENT DES MACROPHACES CONTRE IES SCHISTOSOMULES

69 70-1
En 1974 et 1975, CAPRON et coll. ont décrit le phénoméne de
1'enrobement in vitro des schistosomules de S. mansoni par des macrophages

normaux de rats, préalablement incubés dans du sérum provenant de rats
syngéniques infestés. L'adhérence des cgllulés péritonéales aux schisto-
somules est suivie d'une forte mortalité de ces derniers en moins de
24 heures (planche IV). _

Ces auteurs ont démontré le rdle des IgE dans ce mécanisme
oll interviennent également les antigénes parasitaires, lesquels circulent
dans le sang des rats parasités & partir du 20&me jour environ aprés
1l'infestation.
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Nous avons cherché & quantifier 1l'effet cytotoxique des

macrophages sur les schistosomules en marquant les larves par du

chrome 51 radicactif. Dans ce systéme, les protéines cellulaires fixent
le chrome, qui n'est relargué d l'extérieur des cellules, dans les con-
ditions physiologiques normales, qu'd un taux trds faible, correspon-
dant au catabolisme des protéines et 3 la régénération tissulaire du
parasite. Lorsque, pour une raison quelconque, les cellules sont lésées
et qu'une fracture se produit dans leur mermbrane, les protéines, marquées,
sont libérées dans le milieu dont la radiocactivité augmente en proportion
des dommages cellulaires subis. Le relargage spécifiquement 4l & la
cytotoxicité est situé entre une limite inférieure, qui est celle du
relargage physiologique spontané et une limite supérieure, déterminée
par le relargage maximum qu'il est possible 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 rat, activés in vivo par les divers agents immuno-
stimulants décrits précédemment : IPM, AgR, WSA, Muramyl-dipeptide,
LIPS et lipoprotéine de kyste hydatique ;

b) des macrophages de rats normaux, préalablement armés in vitro par les
JgE contenues dans le sérum de rats infestés ;

c) des macrophages de rat, activés in vivo par 1'IPM ou 1'AgR, puis armés
in vitro par incubation dans du sérum de rats infestés.

A) Techniques et Méthodes

1) Marguage des schistosomules

Les schistosomules sont obtenus par la technique de STIREWALT
et coll. (1966) modifiée par CLEGG et SMITHERS (19722 qui utilisent le
passage de cercaires, fraichemént émises par les mollusques.,, ad travers
une peau dégraissée de souris, découpée sdr la face ventrale et -tendue
sur un tube rempli de milieu de culture maintenu & 37°C (M. CAPRON, '1974)74:
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ILe marquage de 2000 schistosomules environ par expérience
est réalisé par leur incubation dans 100 }JCi de 51Clrurom,ate de sodium
pendant 14 heures 3 37°, en milieu HLEG contenant 1 % de sérum de veau

foetal décomplémenté (cf. pages techniques 198).

2) Contact schistosomules-macrophages activés in vivo

Les macrophages de rat, activés in vivo, sont prélevés, aprds
7 jours de stimulation, par lavage péritonéal avec du MEM hépariné, selon
le protocole décrit pour les dosages enzymatiques des macrophages stimu-
lés (p 111). |

Les cellules sont mises en culture dans les alvéoles a fond
plat de plaques de Terasaki (volume utile 0,2 ml), a raison de 500 000
macrophages par alvéole. lLes macrophages diversement stimulés sont dis-—
posés dans les plaques de fagon a regrouper 4 3 8 alvéoles de contenu
identique.

Aprés 2 heures de préculture, les alvéoles sont lavés avec
du milieu MEM+ (voir composition p. 111) afin d'éliminer les cellules non
adhérentes.

Les schistosomules marqués‘ au 51Cr sont alors ajoutés, en
suspension dans le méme milieu de culture, 3 la concentration de 50
larves par 0,1 ml déposé 3 la pipette automatique. Quatre & huit
alvéoles sans macrophages sont remplis par la suspension de schistoso-
males pour obtenir un relargage spontané des larves pendant la durée de
1l'expérience. -

Ies cultures sont poursuivies 16 ﬁeures. A la fin du contact
macrophages-schistosomules, 0,1 ml du sufnageant de chaque alvéole (soit
la moitié de leur volume) est délicatement prélevé a la pipette automati-
que et déposé dans un tube "surnageant"”, en groupant les avéoles de méme
contenu, par deux. Le reste est prélevé et déposé dans un tube "culot"
qui rec;dit en outre le ringage de chaque alvéole par 0,2 ml de Triton X100
a 1 %. Tous les tubes sont complétés 4 1 ml par de 1l'eau distillée pour
uniformiser les volumes et homogénéiser ainsi les conditions de comptage

du rayonnement gamma dans le spectrophotométre. A .
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Calculs : le résultat du tube "surnageant” est multiplié par deux pour
obtenir le chrome relargué par la culture, et exprimé en pour cent de
la radiocactivité totale, obtenue par addition des radiocactivités du tube
"surnageant” et du tube "culot".

Tube "surnageant" x 2 x 100
Tube "surnageant" + tube "culot"

% Cr relargué =

Si 1l'on désire cdnnaitre le chrome relargable et le chrome
définitivement fixé, il est possible de réaliser, aprés la lyse des
schistosomules par le Triton dans les tubes "culots", une centrifugation
qui permet la séparation d'un surnageant contenant le chrome relarguable
(auquel on ajoute le chrome du tube "surnageant") et d'un culot contenant
le chrome non relargable. On peut alors exprimer le chrome relargué en
pour cent du chrome relargable. Cette forme de résultat', cependant, n'ajou-
te rien aux expérimentations, car le chrome fixé définitivement représente
toujours le méme pourcentage (15 3 20 %) de la radioactivité totale ; si
bien que la manipulation supplémentaire que nécessite 1'cobtention de ce

parametre n'est pas compensée par une amélioration sensible des résultats.

3) Armament des macrophages in vitro

Les macrophages péritonéaux normaux, comme les macrophages
activés in vivo pendant 7 jours, peuvent étre armés in vitro par le
sérum de rats infestés v

Les cellules sont vrélevées et mises en culture, comme ci-
dessus, en vlaques de Terasaki.

Aprés 2 heures de fixation des cellules adhérentes, les al-
véoles sont lavés et le milieu MEM+ est renouvelé pour une culture de
16 heures.

Les milieux sont alors remplacés par les milieux enrichis
avec les sérums de rat d tester, 3 la concentration de 10 %. lLes mémes
milieux sont déposés dans des alvéoles sans macrophages .pour servir de
témoins du relargage spontané du chrome par les schistosomuiles.

Les incubations sont poursuivies pendant 7 heures, délai.
pendant lequel les macrophages, placés dans le milieu adéquat, subissent -
leur "armement".
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Au moment de 1'addition des larves de schistosomes, les
alvéoles sont vidés de 0,1 ml (soit la moitié de leur contenu) & la
pipette automatique, et ce volume est exactement remplacé, avec la
méme pipette, par les schistosomules marqués en suspension dans du
MEMF, 3 raison d'une centaine de larves par 0,1 ml de milieu.

Le contact schistosomules-macrophages armés est maintenu

pendant 16 heures.

Récupération des milieux : les milieux de culture sont récupérés, soit

selon le protocole décrit dans le paragraphe précédent, soit selon le
protocole qui assure une plus grande sécurité dans la séparation du

surnageant acellulaire et des larves marquées; mais qui introduit une
manipulation supplémentaire des larves, avec le risque d'en lyser un
certain nombre et de fausser ainsi les résultats du relargage spéci-

fique.

-Dans cette seconde technique, ol les alvéoles sont regrou-
pés par paires de méme contenu, come précédemment, la totalité du vo-
lume des alvéoles est récupérée en tubes 3 hémolyse (soit 2 x 0,2 ml).

On ajoute 1,6 ml de milieu de culture tamponné 3 1'HEPES (cf. pages
techniques 198) . Les deux ml ainsi constitu@s sont agités doucement pour
homogénéiser le chrame relargué sans léser les schistosomules. Les tubes
sont laissés en décantation pendant 5 mn, puis centrifugés 1 mn &

500 t/m.

On préléve alors dans la vartie supérieure du surnageant 1 ml
qui est déposé dans le tube "surnageant". lLes alvéoles sont rincés avec
0,2 ml de Triton & 1 %, les liquides de ringage sont ajoutés dans les
tubes contenant les culots correspondants. Ceux-ci sont alors agités et
peuvent, comme précédemment, &tre comptés tels quels ou divisés en chrome
non relargable et en chrome relargable par une centrifﬁgation supplémen-
taire. . '

Ies calculs sont effectués de la méme fagon par multiplication
par 2 des tubes "surnageants", exorimés en pour cent de la radioactivité
totale et/ou de la radioactivité relargable.
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B) Résultats

lors des premiéres expériences, nous avons établi la corréla-
tion entre le relargage de chrome et la mortalité des schistosomules dont
les résultats se sont montrés bien reproductibles. Nous avons obtenu les
rapports reproduits sur le tableau 57, linéaires sur un papier semi-loga-
rithmique (courbe 56). |

E Chrome relargué Mortalité : Chrome relargué Mortalité
E

( 20 % 0% : 50 % 55 %

2 30 % 15 325 % 60 % 80 %

g 35 % 25 a 35 % 70 % 92 %

E 40 3 45 % 70 & 80 % 100 &

N Vst Nt N N Nnt? P St Npgt? e S Nms?

Tableau 57 : Corrélation entre chrome relargué et mortalité des schisto-
somules, établie sur les résultats de 16 heures de culture
dans diverses conditions.

le relargage spontané dans le milieu de culture seul (MEM+)
pendant les 16 heures de:1'expérience varie de 22 & 26 $ (environ 4 &
de mortalité). La présence de macrophages normaux dans ce méme milieu de
culture fait monter le relargage "spontanég" entre 26 et 30.% et corres-
pond d une mortalité de 15 3§ 25 %.

ILe chrome définitivement fixé sur les structures insolubles,
non diffusibles des schistosomiles représente une vingtaine de pour cent
- de la radioactivité totale.
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RELARGAGE DE CHROME PAR DES SCHISTOSOMULES CULTIVES
IN VITRO EN PRESENCE DE MACROPHAGES STIMULES IN VIVO

é ngofgsr?: phgzgol; t 29 20 3g : 200 pg 2000 pg

2 s . 26,3%%0,7 : 29,385%0,7 36,1%+1,5 D 35,08%2,5 « 43,7%%8 . 36,7883
2 M @ 26,29%0,5 30,0351 31,9354 . 34,68t . 43,9378 : 43,0379
2 wsa  : 24,85%0,8 : 26,15%0,9 : 32,68%3,6 + 20,0885 : 33,0875 : 32,8e%4
E&Mma;zl 22,18%0,5 25,5371 27,0%%3,2 28,92%1,5 27,9%%2 32,1%%3,4
( 12 : 25,351 :20,95%0,0 - 30,88%1,4 : 31,0871 : 29,28%2,8 : 20,58%3,1
E AgR  : 25,6%%0,6 :26,8%70,8 25,0851, 1 30,8822 27,7%52,5 : 26,5%% 4

Nt kel Casl s i s el Nt s P gl st Nnl N s ot?

Tableau 58 : Chrome relarqué var des schistosamules cultivés in vitro pendant
16 heures avec des macrophages péritonéaux de rats HOODED LISTER
stimuléds 7 jours in vivo avec de 1'eau physiologique et diverses
quantités d'immunostimulants. lLe relargage spontané représente le
chrome 1ibéré par les larves dans le milieu de culture seul, sans
macrophages. Les résultats sont en pour cent de la radioactivité
totale dans chaque culture et représentent la moyenne arithmétique
z un écart type, de deux expériences par substance téstée, a raison
de 8 alvéoles par concentration et par expérience.
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1) Macrophages immunostimulés in vivo

La stimulation des macrophages in vivo détermine une activité
cytotoxique in vitro d'inégale intensité selon les agents employés
(Tableau 58), comme cela &tait apparu dans 1'activation enzymatique.

Dans 1l'ensemble, la cytotoxicité, révélée par le relargage de
chrcxne ,est limitée, chez les macrophages uniquement stimulés in vivo.

Ie muramyl-dipeptide ne développe qu'une trés faible cytoto—
xicité & la concentration la plus élevée utilisée dans cette expérience

(32 % de relargage de chrome contre 25,5 % en présence de macrophages

traités a 1'eau physiologique).

De méme, le WSA, la lipoprotéine et 1'AgR ne dépassent pas
31 & 34 % de relargage de chrome aux concentrations optimum d'immunosti-
mulant (200 pg pour le WSA, 20 pg pour la ILP et 20 pg pour 1'AgR).

Le LIPS et 1'IPM entrainent toutefois une cytotoxicité plus
importante, qui atteint prés de 44 % de relargage de chrame 3 200 }Jg.

IPS 3 2 mg est moins stimilant qu'd 200 pg sans doute par un effet de

toxicité cellulaire au niveau des macrophages.

© 2) Armement_in vitro par les IgE

Les macrophages normaux préincubés dans du sérum sain donnent
un relargage de chrome compris entre 31 % et 35 %. Une préincubation dans
le sérum d'un rat infesté déclenche une forte cytotoxicité vis-a-vis des
schistosomulas qui libérent dans le milieu de 58 % & 63 % de leur chrome
au bout de 16 heures de contact selon la richesse du milieu en IgE.
(Tableau 59) . »

Nous avons réalisé une cinétique de 1'armement des macrophages
avec les sé€rums prélevés & des temps variables aprés 1'infestation : le
sérum de 10 jours et celui de 20 jours ont une activité encore faible &
1'égard des macrophages (38 ¢ et 45 % de relargage respectivement). En
revanche a partir de 30 jours et jusqu'a 200 jours, la'capacité d'armement
des sérums permet aux macrophages d'entrafner des rela.rgag% de chrome
avoisinant 60 %, alors méme que le taux des IgE globales dosées dans les
‘sérums de 200 jours utilisds était revenu a ao,?2 Pg/ml (Tableau 60) .




( : : : : :
( : : : : Chrome : Chrame : rgirm,
( Nobre de :+ Mortalité : Pourcentage : relargué : total : en"i:g;f
E sch:.stosomuless aléh de morts (cpm) (cpm * chrame total
( : : : s :
( 120 : 28 : 23'% : 178 : 580 : 30,69 %
(. : : : : :
MACROPHAGES : ' ; : :
g . de rat sain 115 34 : 30 % : 157 : 482 32,57 %
+ : : : : :
g SERUM de rat 91 : 25 - 27 % 198 624 ' 31,73 %
( 97 : 31 : 32 % : 204 : 580 : 35,17 %
( : : H : H
( E : : o :
( Pourcentage moyen : : 28 % : Pourcentage moyen : : 32,54 %
( : T
( : : : : : :
§ 93 : 72 : 77 % : 390 : 668 : 58,38 %
( gfcﬁffaﬁs 105 : 85 : 8l % : 440 : 708 : 62,15 %
( : : v : : :
( SERUM+DE RAT 80 - : 60 : 75 % : 346 : 595 : 58,15 %
( : : : : : :
( INFESTE 110 : 88 : 80 % : 432 s - 689 : 62,70 %
( : : : : :
( : : : :
( : Pourcentage moyen : : 78 % : Pourcentage moyen : 60,34 %
( H . - - . - H
( : : : :
( : t = 36,36 : p<0,001 ¢ t = 31,26 : p< 0,001
( : : : :

e Nl N Ml el e il Ssel S ot Nt el il Sl ol Nl Nl Nt Nt Nl il Nnt il Nl e sl Nt Vi el NV i St

Tableau 59 :

Effets comparés du sérum de rats Fisher sains et du sérum de rats Fisher infect&s depuis 50 jours
par Schistosoma mansoni, sur les macrophages péritonfaux d'un rat Fisher normal, cultivés en pré-

sence de schistosorules marqués au chrome 51.
Relargage spontané : 26,80 % sans macrophages ; 30,94 % avec macrophages.

—
(%
<
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Tableau 60 : Armement de macrophages péritonéaux de

( : _ )

( SERUM : SERUM de rats INFECTES )

( de rats : )

( sains : : : : : : )

( s JO : J20 : J30 : J40 : J50 s J200 )
( : : : : : : : )
Ecg‘erf;fgf; "34,7% 38,08 ‘44,9% ‘61,08 '58,4% 60,2% 559,09 g
(% Cr total : +1,25 . + 3,10 L 3,28 . * 2,65 . X 2,84 .t 3,28 . + 4,12 )
( : : s : : : : )
( : : : : : : : )
{ : : t=4,0974 : t=6,6391 :t=29,4717:t=21,6471:t=25,2678:t=13,3180)
( : :p<0,01;p« ,001:p < 0,001:p< 0,001:p< 0,001:p< 0,001)
( : : : : : : : )
(Concentrat.: : : : 2 : : )
(IgE totales: 0,25 : 0,13 : 0,07 : 0,31 : 1,34 : 0,63 : 0,16 )
( Pg/ml : : : s : : : )
( : : R : : : : )

rat Fisher normal par les sérums

de rats infestés par S. mansoni, prélevés 3 des temps variables aprés

1'infestation.

/848"
\.LlLii)
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Figure 61 : Effet de la dilution d'un sérum de rat Fisher infesté depuis

50 jours (0), dosé 3 63 pg/ml d'IgE totales, sur 1'armement de
macrophages normaux. En comparaison, sérum sain ( A ) ¢ €t sérum
des mémes animaux 10 jours (DO ) et 20 jours (<O ) aprés 1'infes-
tation, disposés sur la gamme des concentrations selon le dosage
IgE TOT.

o Ly
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L'utilisation de dilutions d'un méme sérum permet de suivre
la diminution de 1l'armement des macrophages (Courbe 61) et démontre 1'exis-—
tence d'une saturation des cellules par les immunoglobulines puisqu'une
dilution au 1/5 donne encore le méme pourcentage de cytotoxicité que le
sérum pur. D'autre part, l'utilisation de sérums de rats réinfestés, dont
les taux en IgE globales atteignent 20 & 30 )Jg/ml, n'augmente pas consi-
dérablement le relargage de chrome, qui reste situé d 60ou62 % en
16 heures. |

Effet du chauffage 3 56°C

Le chauffage 3 56°C des sérums infestés pendant 3 heures fait
disparaitre la capacité d'armement des macrophages qui présentent une cyto-
toxicité équivalente 3 celle du sérum sain (Tableau 52). Le chauffage du
sérum vendant 30 mn, qui détruit le complément, diminue fortement 1l‘acti-
vité cytotoxique des macrophages, mais celle-ci n'est pas rétablie par
1'addition de complément frais (sérum de cobaye) (Tableau 63).

Une décomplénehtation du sérum sans chauffage, var traitement
a 1'EDTA, a donné une légere diminution du relargage de chrome. Cependant
1l'effet cytotoxique est de méme intensité que celui obtenu avec le sérum
non traité 3 1'EDTA mais dilué dans les mémes provortions. (Tableau 64).

3) Activation in vivo et armement in vitro

En utilisant le systémé de culture des macrophages avec des
schistosomules marqués au chrome 51, nous avons associé les.deux vhases
de la stimulation : la stimulation in vivo par 1'IPM et par 1'AgR pendant
7 jours suivie de la stimulation in vitro par les IgE pendant 7 heures.

Les résultats de ces expériences figurent sur le Tableau 65.

Avec le sérum de rat sain, les immunostimulants utilisés aug-—
mentent de 20 % le relargage de chrome war rapvort 3 celui obtenu avec les
macrophages témoins "stimulés" 3 1'eau physiologique.
' En revanche, l'intervention du sérum de rats infest@s intro-
duit une différence notable entre les inmmosthnulahts : 1'AgR & 200 pg et
1'TPM 3 2 mg diminuent 1'effet d'armement des macrophages par 1é sérum riche
en IgE, alors que 1'IPM 3 200 pg augmente de 5,5 % le relargage cbtenu avec
les macrophages témoins.
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Sérum de rat sain Sérum de rat infesté

N Nt Nt et Nt Nl S? oes? Nt

Jo J 50 J 200
(
( S&rum non traité 34,7 3 60,2 % 59,0 %
(
( Sérum chauffé 3h 3 56°C 33,7 & 32,0 % ’ 33,5 &
(

Tableau 62 : Thermolabilité du facteur d'armement des macrophages dans les sérums
de rats infectés. Pourcentage de chrame relargué par ravport au
chrame total.

Sérum de rat infecté
Sérum sain

0 8 o8 e

)

)

iz S - rro : Chauffé id. )

non traité . Chauffé 56° 30mn : + complément )

( : )
( Milieu avec o )
( macrophages 29,73 % 56,73 % 20,75 % 43,54 % )
( )
( Milieu sans _ )
é macrophages 27,81 % 36,06 % 23,67 % 26,27 % )
)

Tableau 63 : R8le du complément dans la cytotoxicitd. La décomplémentation par
chauffage fournit des sérums peu actifs dans 1'armement des macro-
phages. L'addition de complément frais de cobaye ne restitue pas
la totalité de la cytotoxicité. le relargage spontané en MEM+ est

de 25,70 %.
( Sérum infects )
( Sé&rum sain Sérum infecté Sérum EDTA - dilua )
( ilué )
( )
( Milieu avec o )
2 macrophages 29,62 % 58,46 % 42,81 % 41,50 3 )
‘ )
( Milieu sans )
g macrophages 27,07 % 36,90 3 36,09 % 32,238 |
- )

Tableau 64 : Rdle du complément dans la cytotoxicité. La déoompléhentation par
1'EDTA donne un relargage de chrome du méme ordre que le sérum non
décomplémenté, mais dilué dans les mémes conditions que le sérum
traité. '
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2 000 pg 4'IPM

o o5 »s

( in vitro : : )
( B : Sérum de rat sain : Sérum de rat infesté )
(in vivo : : )
( : : )
( Macrophages : + : + )
( ' +- : 34,9 ¢ - 1,3 : 55,4 + - 4,8 )
( eau physiologique : : )
( : 3 )
( Macrophages : + : + )
( + : 41,8 ¢ - 2,2 : 48,4 % - 2,9 )
( 200 ng d'AgR : : )
( : : )
( ~ Macrophages : L4 : + )
( + : 41,9 % - 5,3 : 58,3 ¢ ~-1,2 )
( 200 pg d'reM : : )
( Macrophages : _ : + )
( + 42,2 % - 4,7 s 44,2 3 - 1,5 )
( : )
( : )

Tableau 65 : Chrome relargué par des schistosonﬁlles cultivés pendant 16 heures
avec des macrophages stimulés 7 jours in vivo par divers immuno-
stimulants, puis incubds 7 heures dans du sérum de rat sain ou
infesté par S. mansoni.

Résultats exprimés en pour cent de la radioactivité totale de
chaque culture. |

83
Lig
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C) Discussion

La technique de marquage des schistosomules par le chrome
radiocactif semble bien adaptée a l'exploration quantitative in vitro
des mécanismes cytotoxiques dans la schistosomiase. Des dommages réduits
de la structure superficielle des larves, insuffisants pour entrainer
leur mort, peuvent étre mis en évidence par cette méthode, ce qui expli-
que la corrélation un peu lache entre le relargage de chrome et la morta-
lité des schistosamiles entre 20 et 35 % de libération de 1l'isotope.

Dans cette zone de relargage, il est donc possible d'observer une légére
activation des macrophages, insuffisante toutefois pour provoquer la
mort de cibles aussi volumineusés que sont ces organismes plﬁricellulaires.

Ie muramyl-dipeptide, le WSA et la lipoprotéine de kyste hyda-
. tique entrent dans cette catégorie des agents qui ne sont que légérement
stimulants pour la cytotoxicité vis-d-vis des schistosomules.

Le 1IPS se révéle toxique a trop forte dose, mais déclenche
une bonne .stimulation & 200 pg., équivalente d celle obtenue avec la
méme quantité d'IPM.

L'AgR montre, & nouveau, dans ce type d‘'expérience, un effet
de toxicité cellulaire : il présente une stimulation moindre & 200 pg
qu'a 20 pg. Dans le cas de la double stimulation des macrophages par
1'AgR & 200 pg et par les IgE, les immunoglobulines parviennent d un
armement moins efficace des phagocytes. que celui obtenu avec des macro-
phages non stimulés, soit par une perturbation de la physiologie cellu-
laire, soit par une modification de la fixation des IgE ou des immuncom-
pPlexes & IgE 3 la surface des cellules.

A ce sujet, l'expérience de dilution du sérum de rat infesté
montre l'effet de saturation des récepteurs de surface des macrophages
obtenu avec une dose massive d'IgE. Cette particularité limite 1'effica-
cité d'une potentialisation des IgE, qui ne serait pas accompagnée d'une
multiplication du nombre des macrophages mobilisables en cas de réinfec-
tion. Nous n'avons pas examing cet aspect du probléme dans ce travail. le
seul &lément positif en ce sens est le nombre accru de macrophages récu-

pérés dans les exudats péritonéaux des animaux stimulés, mais c'est un
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effet habituel de l'injection d'une substance étrangére dans la cavité
péritonéale. Il serait intéressant d'obtenir un accroissement du chemo-
tactisme macrophagique au point de pénétration des cercaires ou au ni-
veau des capillaires pulmonaires oll est détruite la plus grande partie
des larves, lorsque 1l'immunité 3 la réinfection s'installe.

Les tests de relargage de chrome rapportés ici confirment les
observations de CAPRON et coll. ( 1975)71sur 1'indépendance du mécanisme
d'immunoadhérence vis-d-vis du complément. L'inactivation du complément,
réalisée par chauffage, entraine uné importante destruction des IgE et
par conséquent une diminution de 1'armement des macrovhages et du 'relar'—
gage de chrome. L'addition de complément frais de cobaye accroit d'un
faible pourcentage le relargage de chrome, probablement par 1'interven-
tion des anticorps cytotoxiques dépendant du complément, présents dans
les sérums de rats infestés. A

Il n'en reste pas moins vrai que 1l'essentiel de l‘'activité
cytotoxique révélée dans ces tests de relargage isotopique est di aux
immunoglcbulines de type E.

En conclusion, la positivité des tests de cytotoxicité, obte-
nue avec des rats infestés depuis 200 jours, date & laquelle 1'immunité
d la réinfection a disparu, apporte une indication sur les limites des
expériences in vitro dans 1l'exploration des processus physiologiques et
prouve, une fois de plus, que les mécanismes in vivo sont soumis 3 d'au-
tres influences que les quelques pararnéj:res introduits dans 1'expérimenta-
tion in vitro. .

Nous avons accordé beaucoun de place 3 ce mécanisme de sensi-
bilisation des macrophages par les IgE, alors que d'autres processus inter-
viennent dans 1'immunité acquise (autres cellules que les macrophages, au-
tres classes d'immunoglobulines que les IgE). Néanmoins, le ohénoméne d'ac—
tivation des macrophages par les anticorps réaginiques demeure un modéle
extrénerrent séduisant de mécanisme cellulaire anti-parasitaire et mérite
d'étre recherché in vivo, ce 4 quoi nous pourrions nous attacher ultérieu-

rement.
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COMMENTAIRES GENERAUX

/
/

Au deld de 1'intérét immédiat ou a court terme des travaux
consacrés a 1'immunologie parasitaire, le but des recherches sur la
schistosomiase est la mise au point et le développement d'une "vaccina-
tion" humaine. Le probléme qui se pose est donc de déterminer les moyens

de parvenir 3 une immunité orotectrice efficace vis-a-vis du parasite.

L'immunité antibactérienne et 1'immmité dirigée contre les
parasites pluricellulaires se disﬁnguent particuliérement par la taille
des cibles auxquelles est confronté 1'appareil immunitaire du suijet infec-
té. Dans le cas des bactéries, la cible est a 1l'échelle des cellules pha-
gocytaires et des cellules immunocompétentes, et si les composants humo—
raux jouent un rdle certain dans ce cas, il n'est sans doute pas absolu-
ment néceséaire que le taux d'immunoglobulines spécifiques du germe
infectieux soit trés élevé mour que l'organisme puisse vaincre 1'agent
pathogéne.

En revanche, dans le cas des parasites pluricellulaires, la
taille des larves infestantes 3 elle seule, indépendamment d'éventuels
mécanismes plus spécifiques, nécessite une collaboration plus importante
entre les anticorps et les cellules immunitaires pour parvenir a tuer le
parasite avant qu'il ne devienne insensible aux défenses de son hote.

les esp@ces animales présentent une grande variété dans la
résistance naturelle aux infections par un parésite donné. Il y a sans
doute d'intéressants renseignements & obtenir des animaux naturellement
résistants 3 S. mansoni. Ces sujets devraient permettre la mise en lumiére
des mécanismes par lesquels ils s'opposent victorieusement 3 1'infection.

On sait que, dans certains cas, c'est déja au niveau de la pénétration
transcutanée que le parasite est tenu en échec (LEWERT et MANDLOWITZ, 1963)235
Dans d'autres cas, c'est plus tardivement, par une destruction des schisto-
somules, que ces animaux résistent a 1l'infection (VON LICHTENBERG et coll.,
1962)3?5'I‘out en restant conscients de l'origine génétique de ces différences
de comportememnt, il v a certainement dans ces modéles d'utifles enseigne-
ments & tirer. Ce serait 13 le mécanisme protecteur le plus efficace pour
une vaccination humaine. Il n'est pas impossible que 1'on puisse y parve-
nir.
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Il existe cependant une deuxiéme voie d'approche.

Si le rat, avec son mécanisme d'expulsion spontanée constitue
un modéle apparemment trés éloigné du comportement de 1'organisme humain
vis-d-vis de 1'infection bilharzienne, il n'en reste pas moins vrai que
1'on peut envisager une "vaccination" qui, tout en n'évitant pas la
premiére infection, permette - au sujet humain parasité d'expulser ses
vers et de développer, comme le rat, une immunité a la réinfection. Sous
cet angle, le rat retrouve tout son intérét.

Une troisiéme possibilité se fait jour, qui constituerait une
véritable vaccination, c'est celle de parvenir a développer cette résis-—
tance 4 1'infection par 1'immunisation § l'aide d'antigénesextraits ou
produits par le parasite. Cette voie qui obtient ses premiers succés expé-
rimentaux pourrait déboucher, dansun avenir incertain, sur une prévention

immunologique de la bilharziose.

La caractéristique principale de 1l'immunité & la réinfection,
chez les hétes qui en développent une, est d'&tre temporaire (& 1'exception
peut-étre du singe Rhésus chez qui elle semble définitive). Chez le rat,
elle ne dure qu'autant que subsistent quelques vers vivants. Lorsque ce
reliquat de parasites disparait ou tombe en dessous d'un certain taux,
ce qui se produit vers la 12éme ou l4&me semaine aprés le début de 1'in-
fection, le systéme immunitaire de 1'hdte n'est plus stimulé suffisamment
pour entretenir les défenses & un niveau efficace. I1 est probable que la
stimulation est maintenue par les antigénes métaboliques ou les antig@nes
de lyse, et, qu'en dessous d'une certaine concentration, elle devient
trop faible et aboutit 3 l'arrét de la synthésé des anticorps.

Le probléme qui se pose est dénc de prolonger cet état de pro-
tection temporaire, par exemple en permettant la survie d'un nombre de
vers suffisants pour entretenir 1'immunité, et en déclenchant stimultanément

un mécanisme d'inhibition de ponte destiné i éviter les effets néfastes

du blocage des oeufs dans les tissus de 1'héte.

Dans ce contexte, notre travail de stimulation des defenses

mmunltalres s'inscrit 3 deux niveaux : .. . -
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1) Tout d'abord, au niveau du renforcement des activités spécifiques
des cellules impliquées dans les mécanismes immunitaires contre la
schistosomiase, dans la mesure ol existe dans l'organisme agressé un
taux suffisant d'anticorps actifs, la stimulation des cellules accroit
leurs effets cytotoxiques. Nous en avons apporté des exemples avec
1'TPM, en particulier, qui s'est révélé a ce titre un bon stimulant,
soit seul (son injection intrapéritonfale fournit des macrorhages plus
actifs que des macrophages normaux sur le relargage de chrome radiocactif
par des schistosomules exposés i leur action), soit en association avec
une sensibilisation par des immunoglobulines E (les macrophages activés
par 1'IPM, puis sensibilisés mar du sérum de rat parasité, sont plus
efficaces sur les larves que les macrophages normaux, uniquement sensi-
blisés par les IgE).

2) Le second point d'application de notre étude s'est attaché a la stimula-
tion de la synthése des immmoglobulines indispensables, semble-t-il, a

une pleine expression des mécanismes cellulaires. Expérimentalement, cette
immunostimulation peut intervenir soit au début d'une premiére infection,
lorsque les antigénes parasitaires inducteurs d'une réponse immune sont

libérés dans la circulation, afin d'accilérer la réponse humorale, augmen-

ter son amplitude et, peut—é&tre, orienter sa nature, soit aprés 1l'expul-
sion des vers adultes pour tirer un parti maximum du trés faible taux
d'antigénes résiduels lorsque la population infestante est presque tota-
lement éliminée.

La gamrne des substances choisies dans cette &tude a volontaire-
ment &té restreinte pour permettre de juger 1l'utilité de 1'é&valuation de
quelques'uns des paramétres cellulaires et humoraux qui interviennent dans

les mécanismes immunitaires antibilharziens.

*
* %

Dans la partie de notre travail qui concerne la stimulation
des cellules effectrices de 1'immunité contre S. mansoni, ‘et plus préci-
sément des macrophages, il apparait que 1'exocytose spécifique des hydro-
lases lysosomiales semble, sinon un support de la cytotoxicité&, du moms ‘
le signe d'une activation métabolique intense, débouchant sur une toxicité

accrue lorsque les macrophages entrent en contact avec une cible. C'est ce
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que révélent 1'IPM et,a moindre degré, 1'AgR et le LPS. _
‘ In vitro, 1'AgR mycobactérien a 12 pg/ml et le IPS a 1,2 pg/ml
donnent un relargage spécifique de la béta—glucuronidase, voisin de 10 %
de 1l'activité totale de cette enzyme. Mais ces substances sont toxiques aux
concentrations supérieures, alors que 1'IMP parvient a3 susciter le relar-
gage Spécifique de 64 % de cette hydrolase & 120 pg/ml.

L'activité cytotoxique des cellules stimulées in vivo par ces
mémes substances est diminuée avec les fortes concentrations d'AgR et de
LIPS, alors qu'avec 1'IPM, si la dose la plus élevée (2 mg) ne se révéle
pas plus stimulante que la dose moyenne de 200 g elle n'entraine pas
de chute de la cytotoxicité des cellules phagocytaires vis—-a-vis des
schistosomules, telle qu'elle est mesurée par le chrome relargué. I1 v a
donc un parallélisme entre l'effet stimulant in vitro et la cytotoxicité
induite invivopar ces substances. \

I1 seamble toutefois que cette activation métabolique des cel-
lules du systéme réticulo-endothélial soit transitoire et ne persiste pas
longtemps aprés 1'élimination catabolique de 1l'agent inducteur. Ce carac-
tére plutdt négatif de 1'immunostimulation des macrophages est probablement
campensé par les mécanismes d'activation spécifiques et non spécifiques
de ces cellules au moyen des facteurs sé&crétés par les lymphocytes immuno-
ocompétents au moment d'un contact avec les antigénes auxquels ils sont
sensibles. A ce titre, comme 1l'ont suggéré CAPRON et DESSAINT (1975)7?
1'IgE pourrait &tre considérée comme un produit indirect de la réaction
immune des lymphocytes immunocompétents, dans la mesure ol la synthése
des IgE est sous la dépendance des lymphocytes thymodépendants entrant en
contact avec les antigénes du parasite. ‘

Dans cette optique, les IgE armeraient les macrophages d'une
maniére assez analogue aux facteurs spécifiques d'armement (SMAF), 1'acti-
vation proprement dite ne se déclenchant qu'au moment de la rencontre des
macrophages avec leur cible. |
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Dans cette conception du r6le des immunoglobulines, il nous
a paru intéressant de stimuler 1'immunité huworale au cours de la schis-
tosomiase. C'est 1l'objet de la seconde partie de nos résultats, plus spé-
cialement centrés sur 1'immunostimulation des IgE.

‘ De fait, la stimulation des animaux au début de 1'infection
expérimentale par S. mansoni provoque un net accroissement du taux d'anti-
corps par rapport aux témoins. De plus, nous avons noté un allongement de
la durée de la synthdse de ces immunoglobulines chez les rats convenable-
ment stimulés (AgR mycobactérien, lipoprotéine de kyste hydatique, et
méme hydroxyde d'alumine) . Ce caractére constitue-t-il un effet de la
stimulation initiale (par la simple prolifération des lymphocytes sécré-
teurs d'IgE dans les trois premiéres semaines d'infection), ou bien un
effet retardé de 1l'adjuvant lorsque sont libérées les derniéres molécules
antigéniques par les vers résiduels ? Nos conditions expérimentales ne
peuvent le préciser.

De méme, nous n'avons pas étudié la durée exacte de l'immunité
d la réinfection chez les animaux immunostimulés. Cet &lément nous aurait
permis de savoir si 1'augmentation du taux sérique en IgE s'accompagne ou
non d'une prolongation de la phase immunitaire.
' Le taux en IgE obtenu chez des animaux infectés une seconde
fois, lorsque théoriquement ils ne sont plus immuns, semble proportionnel
au taux maximum atteint lors de la premiére infestation. La concentration
est approximativement décuplée. Ce résultat peut correspondre a un effet
de prolifération des cellules-mémoires de 1'immunité humorale sous 1'action

de l'adjuvant initialement injecté.

I1 nous parait important de rémarquer qu'un fort taux 4d'IgE,
indépendamment des conséquences éventuellement néfastes de réactions ana-
phylactiques trop intenses, est inutile s'il n'y a pas une augmentation
concomitante du nombre des macrophages : c'est ce que montre 1l'effet de
saturation des macrophages observé in vitro avec des doses croissantes
d'IgE. Il conviendrait donc, in vivo, d'augmenter le nombre de macropha-
ges disponibles, soit globalement, soit au site de pénétration des _larves
de réinfection (par une potentialisation des phénoménes de chemotactisme
par exemple). ” L
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I1 ne faut pas oublier, en outre, tout d'abord que le méca-
nisme d'immunoadhérence des macrophages n'a jusqu'ici été décrit qu'in
vitro et que pour 1l'instant rien ne prouve sa ré&alité in vivo ; et ensuite,
que ce n'est pas le seul mécanisme, associant des anticorps et des cellules

qui montre une toxicité vis-a-vis des schistosomules.

Il n'én réste mas moins vrai que les sérums qui permettent
1'immunoadhérence proviemnent de rats qui sont en train de développer une
immunité & la réinfection,et que le maximm d'activité de ces séurms est
atteint, chez le rat Fisher, versle 40&me jour, c'est-d-dire 3 une &poque
qui ne correspond pas au maximum d'immnité acquise, maig au maximum d'IgE

globales dosées.
A partir du 20éme jour, les antigénes parasitaires provenant

de la lyse des vers sont massivement 1libérés et forment probablement des
immuncomplexes avec les IgE nouvellement synthétisées. Nous ne savons pas
si les IgE dosées aux environs du 40éme jour d'infestation comporteht un
maximum d'immincomplexes. Rien en tout cas dans la technique radioimmuno-
logique ne s'oppose 3 leur dosage. La chute des courbes que nous observons
dans les dosages d'IgE aprés cette date es’ém argument en faveur d'une &li-
mination ou d'une fixation de ces complexes en un point oul'autre de
l'organisme ou de leur séquestration sur des cellules (monocytes, macro-

phages ?).

Dans 1 ‘immunoadhérence des macrophages aux larves, nous avons
été frappés par le fait qu'aprés 16 heures, certains schistosomules ne
sont pas du tout enrobés ‘de cellules vhagocytaires (il s'agit systémati-
quement d'individus vivants), alors qu'a c6té d'eux des larves sont envelop-
pées d'énormes amas de macrophages (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 mouvements de contraction sous leur carapace de cellules phagocytaires.
Ce point pose le probléme de la spécificité du mécanisme d'immunoadhérence
et de son support si cette spécificité existe. Car il est possible que les
macrophages n'adh@rent aux larves que si celles-ci sont préalablement en-

donmagées par des immunoglobulines cytotoxiques agissant avec du complément.
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Rappelons 3 ce propos que le sérum de rat infesté, chauffé
pour décamplémentation, puis recomplémenté par du sérum frais de cobaye,
donne un relargage de chrome, mar les schistosomules marqués, plus im—
portant que du.sérum de rat sain soumis au méme traitement (tableau 63,
p. 162). Ce qui prouve 1'intervention de facteurs humoraux dépendant du
canplément dans le sérum des animaux parasités (et parmi eux, bien sfr,
1'anticorps léthal IgG). '

Les organismes parasités sont soumis aux interférences multi-
ples des divers mécanismes immuns, humoraux et cellulaires, ayant pour
inducteurs les antigénes libérés par l'agent infectieux. La réponse humo-
rale est marquée par la production de plusieurs classes d'immunoglobulines
aux fonctions diverses, pouvant avoir des propriétés cytotoxiques ou sup-
pressives.En's Gssociant avec les antigénes, ces anticorps forment des com~
plexes capables d'éviter ou au contraire de susciter des dommages immuns.
Chaque antigéne est susceptible de déclencher une réponse différente et
parfois opposée aux autres. _

La réponse cellulaire quant a elle fournit des cellules sensi-~
bilisées, porteuses d'activités positives aussi bien que suppressives.
Plusieurs de ces réactions veuvent se produire simultanément. Et chaque
hdéte enfin réagit selon sa propre sensibilité a ces divers stimuli.

On voit 1l'extréme complexité des mécanismes immuns de la
schistosomiase, parmi lesquels nous avons tenté d'éclairer une modeste

partie.
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CONCLUSION

/
Notre but était de stimuler 1'immunité 3 la réinfection dans
la bilharziose expérimentale du rat, en potentialisant 1'un ou l'autre

mécanisme intervenant dans cette immunité.

Or, ces toutes derniéres années, il est apparu que l'une des
caractéristiques majeures des mécanismes immuns contre la schistosomiase
est la collaboration, au moins démontrée in vitro, de plusieurs classes
d'immnoglobulines avec diverses cellules, pour la destruction des larves
de réinfection. Ces anticorps, par conséquent peuvent étre considérés com—
me de véritables immunostimulines endogénes puisqu'elles sont capables de
rendre cytotoxiques des cellules normales provenant d'animaux non parasités,
et probablement aussi, bien entendu, les cellules propres du sujet infecté.

Il est possible de stimuler la production de ces immunoglo-—
bulines par l'action exogéne d'immunostimulines variées. C'est essentielle-
ment & cet aspect du probléme que s'est attaché notre travail, en centrant
son application sur la potentialisation des immmoglobulines de type E,
responsables de la sensibilisation des macrophages et de leur cytotoxicité

a 1'encontre des schistosomules.

Choisissant parml les trés nombreuses substances connues nour

leur activité adjuvante de 1'immunité humorale, nous avons enolove deux

adjuvants mycobactériens : 1'un glyco-peptidique, connu pour 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 molé-

culaire (Antigéne R), qui s'est également révélé &tre un bon adjuvant de
la synthése des anticorps. Les autres adjuvants utilisés (Bordetella per-—

tussis, connu pour son effet de potentialisation des réagines ; les LPS
de Salmonella typhi ; et une lipoprotéine du parasite Echinococcus granu-

losus)ne sont pas apparu aussi stimulants que les deux premiers.
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Deux points mériteraient un complément de recherches dans

le domaine de la stimulation des IgE

1) tout d'abord, le dosage des IgE spécifiques de S. mansoni dans les
semaines qui suivent 1l'infestation immunostimulée ; nous nous sommes
bornés au dosage des IgE globales (plus de 1300 sérums), qui perrﬁet—
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'accompagne ou non d'une prolongation de la

phase d'immmité & la réinfection.

En ce qui concerne les mécanismes associant anticorps et
cellules, nous avons apporté un élément quantitatif aux observations
réalisées dans le laboratoire par CAPRON et coll., quant a la cytoto-
xicité des macrophages sensibilisés par les immuncomplexes a IgE vis-a- -
vis des schistosomulés.

Par l'utilisation de schistosomuies marqués au chrome 51, il
est possible de mettre en évidence une forte cytotoxicité des cellules
phagocytaire incubées dans des sérums d'animaux infectés depuis 30 jours
seulement. Ensuite, pendant plusieurs semaines, ces animaux présentent
des sérums capables de sensibiliser les macrophages. En effet, le relar-
gage du marqueur radiocactif par les larves demeure important 200 jours
aprés 1'infestation, et.l'enrobement par les macrophages est encore trés
marqué.

I1 reste cependant & précisgr de .nOIrbreux points dans ce
phénoméne d'immunoadhérence, parmi lesquels notons surtout la réalité
in vivo du mécanisme décrit in vitro, et le processus de la sensibilisa-

tion des macrophages par les IgE ou les immuncomplexes a IgE.

Ayant stimulé l'élément humoral (IgE) du mécanisme d'immuno-
adhérence, nous avons essayé de compléter la po{:entialiSation du proces-

sus par une activation des fonctions macrophagiques.
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L'intervention de substances stimulantes (extraites de di-

vers microorganismes), in vitro et in vivo, améliore temporairement la

cytotoxicité des macrophages a 1'égard des larves du parasite. Cet effet
semble acquis par une activation des fonctions physiologiques propres de
ces cellules (phagocytose, synthése d'enzymes hydrolytiques). A ce titre,
nous avons surtout remarqué 1l'effet intense de 1'IPM (extrait microparti-

culaire de M. smegmatis) sur l'exocytose spécifique des enzymes lysoso—

miales des macrophages et sur la cytotoxicité de ces cellules a 1l'encontre

des schistosomules.
De fait, la stimulation in vivo des phagocytes, par une injec-

tion intrapéritonéale d'IPM, renforce les défenses du rat au cours d'une

infestation 4'épreuve.

Sur ce chapvitre, il reste également bien des inconnues,
ne serait-ce que le délai de persistance de l'activation des macrophages
aprés injection d'un immunostimulant in vivo, et, bien entendu, le méca-

nisme moléculaire de cette activation.

I1 nous semble que l'apport de ce travail a &té la mise au
point de méthodes de quantification des varamétres cellulaires et humo-
raux au cours des immunisations expérimentales vis—-3-vis de la schisto-
somiase lorsqu'interviennent des substances exogénes immunostimulantes.
Partant de ces observations, nous devrions pouvoir axer principalement
nos futures recherches sur les antigénes et les immuncomplexes respon—
sables du développement‘de 1'immunité & la réinfection dans la schisto-
somiase, et des immunostimulants les meilleurs pour le but recherché,
c'est-a-dire, la protection de 1'animal tout d'abord, et, espérons-le,

de 1'homme.
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RESUME

L'imunité acquise dans la schistosomiase expérimentale du rat
comporte un mécénisme de cytotoxicité, démontré in vitro, qui fait inter—
venir une immunoadhérence de macrophages sensibilisés var des immunoglo-
bulines de typve E (IgE) présentes dans le sérum d'animaux infectés.

' Ce travail décrit la stimulation de ce processus, d'une part
au niveau de la synthése des IgE au cours d'une infection, et d'autre
part au niveau des cellules phagocytaires qui participent a ce mécanisme.

La stimulation est réalisée gréce a divers immunostimulants

dont 1l'un a été isolé de Mycobacterium smegmatis pour ce travail :

1'antigéne R.

Aprés une étude de ses propriétés antigéniques et physiologi-
ques, cet antigéne, qui se révéle un bon adjuvant de 1l'immunité humorale,
a été injecté a des animaux simultanément soumis 3 une infection expéri-

mentale par Schistosoma mansoni. Son action est comparée & celle obtenue

par le "Water Soluble Adjuvant" de M. smegmatis, par une lipoprotéine du

kyste hydatique, par le LPS de Salmonella typhosa et par le vaccin antico-

quelucheux Bordetella pertussis, 1'hydroxyde d'alumine servant de support

a toutes ces substances. lLes IgE sériques globales sont dosées, et la
cinétique de leur taux montre que ces diverses substances augmentent, a
des degrés variables, 1l'amplitude et la durée de synthése de ces anticorps.
Dans ce systéme, 1'AgR présente une bonne stimulation.

La capacité de ces IgE 3 sensibiliser des macrophages normaux
et a les rendre cytotoxiques vis-3d-vis des larves du parasite est mesurée
par le relargage de chroﬁe 51 par des schistosomules marqués. Des le
30&me jour de l'infection, les sérums permettent un relargage. de chrome
hautement significatif aprés 16 heures de contact entre macfophages sensi-
bilisés et larves parasitaires.

Quant a lfactivation des macrophages par les immunostimulants
eux-mémes, elle est mesurée d'une part au moyen du dosage des enzymes ly-—
sosomiales intra et extracellulaires, ces derniéres augmentant en cas
d'activatiqn, et d'autre part sur le relargage ' de chrome radioactif par
les larves soumises & l'action de ces cellules. '

Ces résultats apportent un élément quantitatif dans la stimula-
tion de la synthése des immunoglobulines E et dans 1l'activation des cellu-

les effectrices de 1'immunité anti-bilharzienne.
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I - CULTURE BACTERTENNE ET OBTENTION DES ANTIGENES

Milieu liquide de SAUTON (WIILIS et CUMMINGS, 1952)*°p. 126

Asparagine 4 g
Acide citrique 2qg
Phosphate bipotassique 0,5 g
Sulfate de matjnésimn 0,5 g

Citrate de fer - 0,05 g
Glycérol 48 ml
HZO gsp 1000 ml

Stérilisation 30 mn & 120°C

325
Cryobroyage (masses bactériennes suoérieures a 10 g) (ROOS, 1970).

le cryobroyage est réalisé dans deux chanbres de broyage
ovoides en acier inoxydable, composées de deux parties hémisphériques
que l'on peut fermer hermétiquement. Ces chambres sont fixées sur la
téte de deux bielles animées d'un mouvement de va—et-vient par rota-
tion d'un moulin. .

Les chambres en acier recoivent le matériel bactérien qui
est congelé i -180°C par immersion des chambres dans 1'azote liquide.
Dans chaque enceinte, la rupture des microorganismes est assurée par
trois billes d'acier, ajoutées aprés congélation et qui sont animées
d'un mouvement ellipsoidal & 1'intérieur des chambres.

La masse bactérienne est placée dans 1'une des chambres sté-
rilisées. Aprés fermeture, 1l'on plonge 15 mn dans 1l'azote liquide. Lors-
que la masse est congelée, on ajoute les billes. Les deux chambres de
broyage sont fixées sur les bielles et 1l'on procéde a un broyage de
15 mn. On décongéle ensuite jusqu'd 0°C sous un courant d'air chaud.
Puis, le méme cycle est recommencé. Les bactéries sont soumises a six

reprises a un tel cycle de congélation, broyage et décongélation succes-—
sives qui favorisent la rupture des Mycobactéries. La masse obténué,

rendue élastique par la libération des acides nuclé&iques, és;(: homogénéisée
..2 )

dans un broyeur 3 couteaux Virtis avec un tampon Tris 10"2 M-Mg C12 10
stérile, pH 7,4, réglé avec HCl.
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Broyage 3 la zéolithe (masses bactériennes comprises entre 1 et 109g) (JOSEP

et coll., 1970)'Y |

Le broyage est réalisé en chambre ou enceinte stérile, dans

un mortier préalablement refroidi, avec son pilon, & -20°C et placé dans
la glace pendant la manipulétion. Cette précaution modére 1'élévation
de température consécutive d l'action de 1l'alumino-silicate sur les
cellules. AR |

La masse bactérienne est mélangée, 3 l'aide du pilon, au
double de son poids en zéolithe 4A en poudre (Union Carbide Corporation),
ajoutée par petites quantités successives soigneusement homogénéisées
avec le matériel cellulaire.

Aprés la derniére addition de zéolithe, la masse est malaxée
le temps nécessaire pour obtenir un mélange pulvérulent puis de consis-
tance visqueuse. On ajoute alors lentement du tampon Tris-Mg Cl2 stérile
(environ 60 ml pour 10 g de bactéries). La suspension dbtenue est centri-
fugée a 500 g pendant 10 mn. Le culot, constitué par la zéolithe, est
€liminé. Le surnageant peut subir une homogénéisation au Virtis comme
dans le cas du cryobroyage.

IT - ANALYSE IMMUNOLOGIQUE ET IMMUNOCHIMIQUE

A) Immunodiffusion & deux dimensions en gélose

(OUCHTERLONY et NILSSON, 1973)°°°

1) Solutions et tampons

a) Tampon_: Véronal sodé (0,05 M) . 10,3 g
Diéthylmalonylurée (0,01 M) 1,85 g
Acétate de sodium anhydre (0,05 M) 4,1 g
HZO gsp 1000 ml

Ajuster le pH 3 8,6 avec de la soude ou de 1'acide acétique

b) Gélose : Agar-Noble DIFCO 1g:
Tampon 25 ml
H,0 T : |
Merthiolate de sodium I0mg : . 1

Chauffer au bain-marie 3 95°C
Filtrer sur tarlatane
Autoclaver 20 mm a 105°C
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Agar Noble Difco 0,1g
Glycérine 0,05 ml
H20 100 ml

Merthiolate de sodium 10 mg
Dissoudre a chaud

d) Citrate trisodique & 5 %
e) Chlorure de sodium a 1 %
f) Colorant : Amidoschwarz 10 B 6 g

Solution de ringcage 1000 ml
Préparer 24 heures avant l'emploi et filtrer sur papier Whatman 3.

g) Solution de ringage :

-— e e e o o e e D o -

Méthanol (filtré) 450 ml
Acide acétique 100 ml
H20 asn 1000 ml

2) Mode orératoire

a) Prémaration des lames : Des lames 25 x 75 mm, dégraissées 48 heures en
mélange sulfochromique ‘ (bichromate de potassium en solution aqueuse 3
6 %, volure & volume avec de l'acide sulfurique concentré), rincées i
1l'eau distillée et 6onservées dans un mélange volume a volume d'éther
et d'alcool, sont séchées puis déposées var 6 sur les chassis LKB-GELMAN.
Les chassis garnis, parfaitement horizontaux, régoivent un
film de solution d'imprégnation chauffée & 70 - 80°C, étalé au pinceau
et séché au séchoir électrique tiade.
Puis chacque rangée de 3 lames regoit 10 ml de gélose fondue
a 90°C et refroidie 3 50 - 60°C. A 1'abri de la poussidre, sous couvercle,

en 5 a 10 mn, la gélose se solidifie. L'empreinte des trous est faite a
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1'emporte-piéce, selon la disnosition et la taille souhaitées, puis les
chassis sont placés sur le porte-chassis, & 4°C, pendant une quinzaine
de minutes, pour une légére contraction de la gélose, ce qui facilite
1l'extraction ultérieure du gel dans les trous. Ce gel est aspiré i la
pipette Pasteur branchée sur une trompe 3 vide.

b) Immunodiffusion : Les échantillons 3 analyser sont déposés  dans les

trous, a la pipette automatique (15 Pl pour les trous de 3 mm de diame-
tre sur 2 mm de profondeur). Les chassis, sur leur porte-chassis, sont
placés en atmosphére humide, dans des boites hermétiques, garnies de
vapier filtre mouillé et additionné de quelques gouttes de Merseptyl
a 1 %. Les lames sont abandonnées 24 heures 3 la température ambiante,
vuis 24 3 48 heures a 4°C. Il est possible de recharger les puits aprés
le premier délai de 24 heures, mais il faut prendre garde, dans ce cas,
au dédoublement de certains arcs de précipitation.

Aprés séjour 3 4°C, les lames peuvent &tre photographiées
par projection, diréctement sur papier photo, 3 1l'aide d'un agrandisseur.

Les lames sont immercées une heﬁre dans la solution de citrate
a 5 % puis 2 fois 24 heures dans du NaCl & 1 $ et enfin une heure dans de
1'eau démindralisée. |

On peut détacher les protéines collées au fond et sur le
bord des trous par un jet de pissette d'eau distillée. V

Le séchage a lieu sous papier Whatman N°1 par simple évapo-
ration a 1l'air ambiant. Veiller & ce que tous les trous soient enti&rement
remplis d'eau au moment de placer le papier Whatman, lequel est déposé
mouillé sur la gélose : ces précautions évitént 1l'éclatement de la circon-
férence des trous lors du séchace. ; i

A la fin du séchage, le papier filtre se retire sans difficulté.
On peut laver les quelques fibres de cellulose qui peuvent adhérer, en
frottant 1égérement les lames avec la pulpe du doigt ou un pinc eau sous
eau distillée. Laisser sécher une demi-heure.

Les lames sont détachées des chassis et numérotées, puis colo-~
rées dans la solution d'Amidoschwartz 10B pendant 2 mn. Elles sont décolo-
rées dans plusieurs bains de solution de ringage jusqu'a 1'obtention d'un

fond incolore. o d &
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B) Inmmunoélectrophorése bidimensionnelle (microméthode)
(@‘aprds LAURELL, 1965)23°

1) Matériel

Lames de verre de 50 x 50 x 1,5 mm
Emporte-piéce rectangulaire de 4 x 1 mm
Agarose (Indubiose) A37 de 1'Industrie Biologique Francaise
en solution @ 1 % dans du tampon Véronal (cf; Tm—
munodiffusion) 3 oH 8,2
|

2) Mode opératoire

a) Préparation des lames : Les lames de verre regoivent sur une surface

e e e wm wm = e e e -

-~

horizontale 5 ml d'agarose & 1 % & 50°C. Lorsque le gel est refroidi et
solidifié, pratiquer & 1'emporte-viéce un puits rectangulaire selon

schéma. +

Avant la premiére migration, ‘
découper au scalpel le gel, le long d'une
ligne située 4 9 mm du bord, englobant oy
le puits. Déposer la solution antigénique

en solution aqueuse ou nnée (2= 10 : 1! e
qu tampo, pt o ! 0

b) Premiére migration : Les lames sont alignées sur une rangée paralléle-
ment aux réservoirs de ‘tampon. La premiére migration a lieu sous 10 a 12
volts pendant 1 heure 30 & 2 heures (voltage mesuré aux bords du gel).
pontage est assuré par du papier Whatman 1.

A la fin de la premiére migration, on enléve le gel inutile
(soit les 4/5 de la lane), ne conservant que 1'étroite bande contenant
les protéines.

Préparer le volume de gel nécessaire pour compléter les lames

(22 3,5 ml par lame). Ce gel contient 1'immunsérum spécifique des protéines

déposées dans le puits : gel 4 1,33 % d'agarose (2 volumes) mélangé avec le
sérum plus ou moins dilué (1 volume). ILe sérum est introduit dans"le

gel & 48°C, au bain-marie avec une nipette tempérée par de 1l'eau distillée
a la méme température. Couler ramdanent les 3,5 ml necessan_res par lame.
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c) Deuxiéme migration : La deuxiéme migration, qui se déroule perpendicu-
lairement & la premiére, a lieu sous 2,8 volts pendant 16 heures (voltage
aux bordsda gel) . :

Puis les lames sont laissées 24 heures d 4°C en atmosphére
humide. Un premier lavage a lieu en tampon véronal physiologique pendant
24 heures, renouvelé une seconde période de 24 heures. Puis un lavage
de 15 m & l'eau déminéralisée précéde le séchage sous Whatman 1 et la

coloration au bleu de COOMASSIE-R ou & 1'AMIDOSCHWARZ 10B.

C) Electrophorése sur gel d'acrylmanide

1) Electrovhorése analytique (DAVIS, 1964)102

Les électrovhoréses sont effectuées dans des tubes de pyrex
de 0,5 x 7,5 cm. La concentration en acrylamide est de 7,5 % dans le gel
de séparation et de 5 % dans le gel de concentration (composition : cf
tableau 44).

Ie tampon d'électrorhordése est ie tampon Tris-glycocolle
pH 8,3, sauf mention particuliére dans le texte :

Tris 6g
Glycocolle 28,5 g
H20 1000 ml

le Ph est de 8,3

Les &chantillons (0,1 & 0,2 ml) sont déposés sur les gels,
alourdis soit par 10 % de saccharose, séit par 10 % de glycérol. Du bleu
de bromophénol & 6 mg/100 ml est introduit dans les échantillons comme
indicateur du front de migration.

Une intensité constante de 5 mA par tube est appliquée aux
tubes, la migration se déroulant de la cathode vers l'anode ( - vers +).

En fin d'électrophorése, les gels, sortis de leurs tubes de
pyrex sont simultanément fixé&s et colorés 16 heures dans une solution de
COOMASSIE BRILIANT BLUE R & 12,5 mg pour 100 ml de solution aqueuse de
méthanol & 40 %, d'acide acétique 3 5 % et de glycérine a 2 ,‘5 2. Les gels

colorés sont décolorés var immersion dans une solution de lavage -
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(MEthanol 20 % / Acide acétique 5 % / Glycérine 2,5 %) en présence d'un

peu de DOWEX 1 x 8.

Les gels décolorés sont conservés dans l'acide acétique a 7 %.

/
Réalisation du gel de polyacrylamide

Monomére d'acrylamide

Tampon
Initiateur de polymérisation

Mélanger
extemporanément

4 volumes
3 volumes
1 volume

Gel de concentration
ou d'espacement

supérieur, 3 large porosité

Gel de séparation

inférieur, a vorosité étroite

L

( Monoméres

(

)
)
)
)
)

- N Na?

(
(
(
(
(
3 y ; il ; : ;
(Poids/100m 7T00m d'ean Acrylamide Bisacrylamide ; Acrylamide Blsacxylam.lde’
: : )
5% : 8g 2 g : - - )
7,5 % e 5 flie g 400mg )
10 & s - - § 20 g 532 mg )
: : )
L ‘ !
2 Meds 1,94g s Tris 12,13 )
f Ac. phospho—- Bt i HC1l N 16 ml ;
B rique M . 2 H.O
2 : H, gsp 100 ml )
: H)0 : gsp 1000 ml : )
Tampons : i ; : )
: oH 6,7 : oH 8,7 )
: : )
f 7 SN )
: + 0,1 ml de TEMED au 1/10 (ou 10 pl de TEMED pur) par )
: 10 ml de tampon, ajouté au moment de 1'emploi. )
: )
: )
Triit oot Mis en solution au moment de 1'emploi ;
: )

(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(

Persulfate d'ammonium : 35 mg pour 10 ml d'eau

(1) Bisacrylamide : NN' Méthyléne bis acrylamide

(2) TEMED = NNN'N' Tétraméthyléthyléne diamine
(3) TRIS = Trishydroxyméthylamino méthane

Tableau 66 : Composition des gels d'acrylamide.
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2) Détermination du poids moléculaire sur gel

d'acrylamide

404

— e e wm mm em e e we mm e e e e e -

L'échantillon est dissous dans du laurylsulfate de sodium
(ou dodecylsulfate de sodium = SDS) d 1 & (p/v) avec 1 % de mercaptoé-
thanol (v/v). Il est chauffé 2 mn a 100°C.

L'étalonmage de la migration est réalisé avec différentes

protéines dont les monoméres ont des poids moléculaires connus :

= sérumalbumine bovine : 68.000
= ovalbumine : 43.000

~ pepsine : 34.000

- trypsine : 23.000

Ces étalons subissent le méme traitement de réduction que la

protéine a étudier.

b) Electrophorése (LAEMMLI, 1970)°°

Les gels d'espacement et de séparation sont réalisés dans les
mémes conditions que pour 1l'électrophoré@se analytique mais contiennent
en plus 0,1 % de SDS introduit avec le persulfate d'ammonium, & raison
de 80 mg pour 10 ml de solution. On peut également dissoudre le persul-
fate d'ammonium dans une solution de SDS 3 8 g/litre.

Ie tampon d'électrophorése. est un tampon Tris-Glycocolle plus
dilué que celui utilisé pour 1l'électrophor@se analytique et contenant, en
plus, 0,1 % de SDS : -

Tris 1,5g

Glycocolle 14,4 g
SDS 1 g (ou 125 ml de la solution a 8 g/litre)
HZO asp 1000 ml

Les échantillons réduits sont déposés sur les gels avec du gly-

cérol (90 pl d'échantillon, contenant jusqu'd 100 pg de protéine + 15 pl
de glycérol + 5 pl de bleu de bromophénol a6 mg/100 ml d'eau), .et -soumis
a un courant de 8 mA par tube jusqu'd 1l'arrivée du traceur coloré& au bas
du tube.
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Lés gels sont sortis des tubes et simultanément fixés et colorés
par immersion dans une solution de Bleu de Coomassie d 12,5 mg pour 100 ml
de méthanol 3 50 % et d'acide acétique a 7 % pendant 16 heures a 37°C.
Ils sont décolorés dans les mémes conditions que pour 1'électrophorése
analytique. 'l

D) Immunoadsorbants

a) Tampon bicarbonate—NaCi

Bicarbonate de sodium 8,4 g (0,1 M)
Chlorure de sodium 29,22 g (0,5 M)
H20 gsp 1000 ml '

— T e m— em em e e em e e we we e e

Carbonate de sodium 14,3 g (0,05 M)
Ac. 4-aminobutyrique 51,56 g (0,5 M)
H20 gsp 1000 ml

Acétate de sodium 79 (0,1 M)
Chlorure de sodium 58,44 g (M)
H,0 d gsp 1000 ml

PH ajusté avec HC1

e

Tétraborate de sodium 38,14 g (0,1 M)

Chlorure de sodium 58,44 g (M) |

H20 900 ml ;
Ajuster le oH 8,5 avec HC1 N ‘

H,0 gsp 1000 ml ; ‘
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e) Solution de NaCl 0,5 M

— . e eme e e e

Chlorure de sodium 222 g
H20 gsp 1000 ml

. -

HC1 2N 100 ml

H.O : 400 ml

Ajﬁster le pH & 2,8 avec du glycocolle 2 M
(75 g pour 500 ml)

H.O gsp 1000 ml

— et - o e - e e -

HC1 2N 100 ml

H.,O 400 ml
Ajuster le pH a 2,2 avec du glycocolle 2 M
(75 g pour 500 ml)

H20 agsp 1000 ml

h) Tampon_phosphate_physiologique (PBS) pH 7,0

Phosphate monopotassique 6,7 g
Phosphate disodique 30,1 g
Chlorure de sodium 17 g

HZO gsp 2000 ml

2) Préparation de 1'immunoadsorbant

On fait gonfler sur filtre de verre fritts N°3, 1 3 3 g de
Sépharose 4B préactivée au bromure de cyanogéne (CNBr-Sépharose 4B de
PHARMACTIA) dans 200 ml d'HC1 10'-3 N ajoutés en plusieurs fois et souti-
rés par aspiration. La durée de 1'onération doit avoisiner 15 mn. On lave
rapidement le gel avec le tammon bicarbonate (a). Le couplage est réalisé
immédiatement aprés ce lavage.
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On dissout dans 5 ml de tampon bicarbonate (a), 10 mg de
substance 3 coupler par gramme de gel sec (15 mg/g s'il s'agit d'IgG
purifiées, 26 3 27 mg/g s'il s'agit de sérum) et 1l'on introduit la solu-
tion dans le gel. Le mélange est agité doucement sur plateau rotatif,

2 heures a la température ambiante ou une nuit a 4°C. Le couplage peut
étre suivi par mesure de 1l'absorbance du surnageant a 280 nm.

Ie matériel non fixé est lavé avec du tampon bicarbonate
(100 ml en plusieurs fois). Les groupes actifs de la Sépharose restés
libres sont bloqués par le tampon carbonate-aminobutyrate (b) (20 ml/g
de gel) pendant 2 heures.

Le gel couplé et bloqué est lavé en 3 cycles des deux trai-
terents suivants :

. 1) Tampon acétate-NaCl (c) : 100 ml

2) Tampon borate-NaCl (d) : 100 ml

. Enfin, le gel est lavé avec du NaCl 0,5 M (e) et monté dans

une colonne 0,9 x 15 am.

3) Immunoadsorotion

Passer 3 ml de solution & adsorber pour 5 ml de gel. La solu-
tion doit remplir les 3/4 de la colonne.

Attendre uneheure. :

Rincer abondamment la colonne avec la solution de NaCl 0,5 M
(300 ml) et lire 1'&luat & 280 nm (absorbance voisine de 0).

Décrocher la substance ixrn@oadsorbée avec le tampon glycocolle
PH 2,8 (f) (40 ml). L'éluat est mis en dialyse contre du tampon phosphate
physiologique renouvelé au bout de 24 heures, puis contre de 1l'eau distillée
et enfin concentré sur membrane Diaflo AMICON ou par lyovhilisation.

ILe gel est nettoyé var 20 ml de tampon glycocolle pH 2,2, puis
abondamment rincé avec du NaCl 0,5 M. Le conserver 3 4°C en NaCl contenant
0,1 °/0o d'azide de sodium.
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E) Hémagglutination passive

1) Sensibilisation des hématies de mouton a

1'ovalbumine war tannage

a) Reactifs :
- Acide tanique : Préparer extemporanément une solution d'acide
tannique (MALLINCKRODT) a 10 mg/100 ml de tam—
pon phosphate physiologique (pH 7,2)
= Tzi\mgon phosphate physiologique (PBS)
""" Chlorure de sodium 36 g
Phosphate disodique 7,4 g
Phosphate monopotassique 2,15 g
H.O gsp 1000 ml

2
Diluer au 1/5 avant emploi

-~ Solution 4’ ovalbumlne : Ovalbumine MILES : 2 mg/ml PBS

®scecsessccsersccsrccen

- Bématies de mouton 5

Suspension d'hématies fraiches a 10 % en Alsever

Glucose LS e
‘Citrate de sodium 0,8

Chlorure de sodium 0,42 g
H20 gsp 100 ml

Ajuster le pH & 6,1 avec de l'acide citrique 3 1 %
Filtrer ou autoclaver 15 mn' & 105°C.
- Serur de 1ap1n normal au 1/100 en PBS :

Inactlver par chauffage a 56°C pendant 30mn, puis épuiser par

les hématies de mouton, avant de diluer le sé&rum.

b) Mode_opératoire
- Tannage des hematles
g Leshematles, .E'Ja;rtagées en deux lots égaux, sont lavées trois
fois en PBS. Les centrifugations ont lieu pendant 5 & 10 mn & 750 g.
Le dernier culot est repris par du PBS de fagon a obtenir une
suspension 3 10 % (en général 1 g d'hématies et 10 ml de PBé)
Mélanger les 10 ml de suspension a hématies avec 10 ml de solu—~

tion d'acide tannique.
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Laisser en contact 15 mn & la tempé@rature du laboratoire.
Centrifuger & 750 g, 5 mn, et laver une fois les cellules
avec 20 ml de PBS (détacher le culot avec 1 ou 2 ml de PBS avant de
compléter le volume) . / '
L'un des deux lots est conservé pour la réalisation des témoins.

- Sensibilisation : Le second lot regoit 10 ml de la solution d'anti-
géne (20 mgé'ovalwnbme) et reste en contact pendant 15 mn & la tempéra-
ture du laboratoire. _

Le lot témoin, non sensibilisé, est complété a 20 ml avec du
PBS. Ies deux lots sont centrifugés et repris par 20 ml de sérum de lapin
a 1 % en PBS. Ils sont lavés trois fois dans ce milieu et repris dans

10 ml (= suspension 3 1 %).

— Dosage des sérums : Il est réalisé dans les mémes conditions que ‘

dans le cas des hématies sensibilisées a la sérumalbumine (cf ci-dessous

§ 3).

2) Sensibilisation des hématies de mouton &

la sérumalbumine bovine par la glutaraldéhyde

a) Réactifs :

= Tamon glycocolle. : Glycocolle TS 8
SR i

Soude normale . 2,5 ml

H,0 stérilisée sur Millipore ' gsp 1000 ml

Ce tampon est & pH 8,2 et se conserve d 4°C.

= Solution de serumalbumine bovine :

© 0600000 nesers s st esnessaq s eeoe |

Sérumalbumine bovine (ARMOUR PHARMACEUTICAL COMPANY, Chicago) : ‘
20 mg par ml de tampon glycocolle
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- Solution de glutaraldéhyde :

Glutaraldéhyde a 2,5 p. 100 entampon glycocolle (Dilution au 1/10
de la glutaraldéhyde d 25 %) . -

; _ - Hématies de mouton formolées
| """ 'Les hématies de mouton PASTEUR & 50 p. 100 sont diluées i 8 p. 100
avec du tami,_oon phosphate physiologique. .Un volume de cette suspension est
3 mélangé & un volume de formol & 3 p. 100 en les versant simultanément dans
| un troisiéme récipient sous agitation constante. Le mélangeest agité pendant
16 heures a 37°C (Eviter la production de mousse) .
Centrifuger les hématies & 1.500qg.
Ies laver 5 fois en tampon glycocolle pH 8,2.

Diluer le dernier culot par un volume de tampon glycocolle égal

-au volume du culot pour avoir une suspension a 50 p. 100.

Enfin diluer la suspension & 50 p. 100 au 1/20 pour avoir une
suspension a 2,5 % ; et la répartir en fractions de 2,5 ml additionnées
de 25 Pl de Merseptyl a 1/10 000. _

Stocker les hématies formolées & 4°C.

b) Mode _opératoire
Placer dans un tube un ml d'hématies de mouton & 10 ¢ formolées.
Centrifuger 5 mn & 750 g.
Sur le culot, ajouter dans 1'ordre
1 ml de la solution de sérumalbumine bovine
1 ml de glutaraldéhyde 3 1 p. 100
Laisser en contact 15 mm 3 la tanperature du laboratoire.
Laver deux fois les hématies avec du tampon glycocolle par cen-
trifugation 5 mn & 750 g. | :
Remettre en suspension dans 5 ml de tampon glycocolle.

3) Dosage des sérums

a) ‘Saturation des sérums

Décomplémenter 3 gouttes de chaque sérum a doser par chauffage
30 mn & 56°C.
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Saturer ces sérums avec 3 gouttes de globules rouges de mouton
(dans le cas des sérums anti-ovalbumine), avec 3 gouttes de globules rouges
de boeuf (dans le cas des sérums anti-sérumalbumine bovine) a 50 p. 100.
Agiter et laisser ‘en contact 30 mn a la température du laboratoire.
Centrifuger 5 mm 3 750 g. :

Prélever le surnageant = Sérum dilué au 1/2.

b) Dilutions des sérums

Ies dilutions se font avec le sérum de lapin pour le s hématies-
ovalbumine, avec le tampon glycocolle pour les hématies-sérumalbumine, de
1/2 en 1/2 sous un volume de 0,25 ml dans les alvéoles en U d'une plague

de titration.

~

On ajoute une goutte d'hématies sensibilisées & chaque alvéole.
Lé lecture se fait apré@s 3 heures et apr@s 16 heures.

Un sérum de lapin de référence anti-ovalbumine ou anti-sérumal-
bumine bovine sert de standard interne et de contrdle. Chaque sérum (dilution
au 1/2) regoit une goutte d'hématies non sensibilisées pour vérifier 1'absence
d'agglutination spontanée. |

F) Dosage radioimmunologicque des IgE (CARSON et coll., 1974)192

1): Principe

Ie dosage est basé sur une compétition des IgE du sérum a doser
et d'IgE marquées & 1'iode 125, pour des IgG-anti-IgE introduites en quantité
insuffisantes dans le mélange réactionnel. Il se fixera d'autantplus d'IgE
marquées qu'il y a moins d'IgE froides et inversement. La quantité d'IgE
radioactives restées libres est directement proportionnelle 3 la quantité
d'IgE présentes dans le sérum 3 doser. Les IgE restées libres sont prélevées
aprés précivitation des IgG (complexées aux IgE) dans du sulfate d'ammonium
d 33 % de saturation, concentration dans laquelle les IgG sont insolubles
alors que les IgE sont solubles. S i
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a) Sérum de_lapin_normal (SORGA) (= SIN)

b) Tampon_borate physiologique (BBS) pH 8,0
Chlorure de sodium 9g
H20 gsp 1000 ml
Tampon borate de sodium 0,2 M pH 8,0 gsp pH 8,0

¢) BBS-SIN : Tampon borate physiologique contenant 1 p. 100 de sérum

de lapin normal

d) IgE marquées a s

— wm Cem e e e e e o=

e) IgG anti-IgE_: diluées dans du BBS-SIN de maniére a ce que dans les condi-

tions du dosage50 % de la radioactivité totale se lie & ces immunoglobulines

en absence d'IgE froides.

5,7 mg d'IgE/ml.
La courbe étalon est obtenue par dilution de ce sérum avec du

f) IgE standard : sérum de rat my&lomateux (IR 162) titré par H. BAZIN i

sérum de lapin normal.

+3) Mode opératoire

Les dosages sont réalisés dans dés tubes de polystyréne de
10 x 75 mm. . |

Chaque sérum est dosé en triple exemplaire :
= 0,5 ml du sérum & doser (dilué ou non selon la concentration en IgE)
= 0,2 ml de la dilution d'IgG-anti-IgE
= 0,1 ml de la solution d'IgE marquées

La ‘gamre étalon est réalisée dans les mémesconditions, chaque
dilution du standard étant introduite sous 0,5 ml 3 la place du sérum a
doser. ! .
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Trois tubes "z&ro" et 3 tubes "radioactivité liée non spécifiquement"

sont obtenus de la fagon suivante :

Tubes "zéro" Tubes "non spécifiques"
0,5 ml SIN 0,5 ml SIN

0,2 ml antisérum (IgG anti-IgE) 0,2 ml BBS-SIN

0,1 ml d'IgE marquées 0,1 ml IgE marquées

Tous les tubes sont agités et laissés une nuit a température
ambiante. Puis il sont placés 1 h 3 4°C avant d'étre additionnés de
0,4 ml de sulfate d'ammonium saturé froid. Aprés une légére agitation,
les tubes sont laissés EXACTEMENT 30 mn 3 4°C puis centrifugés 30 mn
EXACTEMENT & 2.000 g et 4°C.

A la pipette de précision, prélever 1 ml du surnageant. Trois
tubes "radioactivité totale" réalisés par addition de 0,1 ml d'IgE marquées

3 0,9 ml de BBS-SLN, sont comptés, en méme temps que les surnageants de

tous les autres tubes, dans un spectrom@tre & scintillation (GAMMATIC).
4) calculs

En abscisse est porté le logarithme de la dose d'IgE.

En ordonnéé est porté l'arc sinus racine carrée du rapport
radioactivité libre sur radiocactivité totale. el

La courbe linéarisée subit un traitement statistique permettant
de calculer, par la méthode des moindres carrés, l'équation de régression
et son domaine de confiénce.

Les taux d'IgE des sérums a doser sont alors déduits de 1'équa-
tion de régression.

L'ensenble de ces calculs est réalisé par ordinateur (INTER-
TECHNIQUE, Multi 8).

G) Adjuvants huileux et minéraux

1) Adjuvants huileux

a) Paraffine + Lanoline
Huile de paraffine 8,5 volumes
Lanoline 1,5 volumes :
Dissoudre la lanoline dans 1l'huile de paraffine et autoclaver

30 mm & 110°C.
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Huile de paraffine purifié : 8,5 volumes
BAYOL F (ESSO) disponible chez SERVA
(Densité a 20°C = 0,778)

Agent tensiocactif : 1,5 volumes
ARLACEL A disponible chez SERVA
Mannide mono-olé&ate

— - - - -— e e mm e e e e o e

La phase aqueuse peut représenter la moitié du volume, mais
1'émlsion est plus facile & ré@aliser et plus stable en utilisant 2 tiers
de phase huileuse et 1 tiers de phase aqueuse contenant 1l'antigéne.

Une vigoureuse agitation sur agitateur rotatif est suffisante

pour obtenir une émulsion stable.

ITI - TECHNIQUES CELLULATRES

A) Lavage alvéolaire (MYRVIK et coll., 1961)277

L'animal, dont on désire prélever les macrophages alvéolaires,
est anesthésié et saigné : éviter la saignée au coeur qui risque de léser
les pounons. Fixer 1l'animal en décubitus dorsal et dégager la trachée
qui est clampée le plus haut possible. Ouvrir la cage thoracique et déga-
ger les poumons. Extraﬁe 1'ensemble cdeur-pomrons aprés section de l'arti-
culation des clavicules avec le sternum et section de la trachée au dessus
du clamp.

Rincer 1'ensemble avec de 1'eau physiologique. Retirer la pince
fermant la trachée et adapter sur celle-ci un embout de seringue de méme
diamétre. :

Introduire dans les poumons, 3 la seringue, un volume de liquide
de Hanks additionné d'un peu d'héparine, qui provoque un léger gonflement
de ceux—-ci, puis aspirer lentement le volume injecté. Vider le liquide de
lavage dans un tube a centrifuger maintenu a O°C.i et recommencer le méme
lavage avec du milieu neuf jusqu'a ce qu'ilsortelimpide. Il est possible
de masser délicatement les lobes pulmonaires lorsqu'ils sont gorgés de 1li-

-

quide de lavége, en veillant toutefois 3 éviter une pression excessive

qui entrainerait des hémorragies.
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Ies cellules sont lavées, dénombrées et mises en culture sur le
support et dans le milieu nutritif approprié a l'expérience envisagée.

B) Exudats péritonéaux

Les exudats péritonéaux de cobayes sont prélevés deux a trois
jours aprés induction d'une ascite provoquée par injection intrapéritonéale
d'une émulsion de 2 ml de trioléate de glycérol dans 8 ml de liquide de
Hanks. Au moment du prélévement, la cavité péritonéale est lavée par
60 ml de Hanks froid contenant 300 Unités d'Héparine, introduits en
trois fractions de 20 ml dans le péritoine ouvert longitudinalement. La
phase huileuse est décantée et €liminée, tandis que les cellules sont
lavées deux fois dans 20 ml de liquide Hanks froid sans héparine. Les cel-
lules dénombrées sont reprises dans du MEM 3 la concentration voulue pour
le remplissage des tubes capillaires destinés aux tests de migration :

de 2,5 a 5.10° macrophages par 50 jil, soit de 50 & 100.10° cellules/ml.

C) Inhibition de migration des macrophages

Dans le cas des lavages alvéolaires chez le cobaye, qui four-
nissent de 40 & 60 millions de cellules en moyenne parmi lesquelles 75 &
80 % de macrophages et 20 3 25 % de lymphocytes, 1'ensemble des cellules

est placé dans les milieux de migration, en présence et en absence de 1l'an-

tigéne dont on recherche la sensibilité chez 1l'animal. Le facteur d'inhi-
bition des macrophages (MIF) est produit in situ et agit directement sur
les macrophages au sein du culot cellulaire. Dans ces conditions, il faut
comparer la migration obtenue en présence d'antigéne, a la fois a celle
obtenue en absence d'antigéne (index d'inhibition) et & celle obtenue en
présence d'antigéne avec les cellules d'un animal non sensibilisé (véri-
fication d'un éventuel effet toxique de 1l'antigéne sur les cellules nor-
males) .
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Cette technique est utilisable avec d'autres macrophagés
(péritonéaux, en particulier) lorsqu'il est possible d'obtenir un minimum
de 107 macrophages de 1l'animal dont on teste la sensibilité.

2) Test mixte : souris sensibilisées a la sérum—
albumine bovine

Dans le cas ol 1l'animal, dont on veut tester in vitro la

-~

sensibilité a un antigéne donné, ne peut fournir un nombre suffisant de

! cellules minimum) , on peut utiliser un test mixte ol les

macrophages (10
lymphocytes sont mis en présence de 1l'antigéne pendant 48 heures pour une
éventuelle synthése de MIF. Les surnageants acellulaires de ces cultures
sont utilisés pour la migration de macrovhages péritonéaux, de cobaye par

exemple, car le MIF n'a pas de spécificité d'espéce dans son effet.

On préléve les lymphocytes ganglionnaires & partir des ganglions
axillaires, sous—claviculaires, inguinaux et poplités des souris sacrifiées.
Les lymphocytes de chaque souris sont partagés en deux parties égales et
mis en culture : une moitié dans 2 ml de milieu MEM seul (témoin), 1l'autre
moitié dans 2 ml de ce milieu MEM additionné de 1l'antigéne & tester (dans
ce cas, 40 'pg/ml de sérumalbumine bovine) pour une synthése évenmélle de
MIF. La culture se déroule pendant 48 heures a 37°C en atmosphére de OO
a 5 % en flacon de Falcon de 25 cm3 (5.10}6 lymphocytes/ml) .

Aprés 48 heuxés, les milieux de culture sont prélevés et

2

centrifugés. Les surnageants sont utilis@s comme milieux pour la migration
de macrophages péritonéaux de cobayes. Avant d'étre introduits dans les
chambres de migration, les milieux sont éomplétés par 10 p. 100 de sérum
d'embryon de bovin décomplémenté (ici le sérum apporte la sérumalbumine
absente des milieux sans antigéne ; mais lorsque 1l'antigéne n'est pas un
constituant sérique, il faut 1'ajouter & ce moment dans les milieux n'en
contenant pas au cours de la culture lymphocytaire) L'ensemble des milieux
est filtré sur Millipore 0,20 jm afin d'éliminer totalement les lymphocytes
de souris. '
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Que ce soit dans le test direct ou le test mixte, des tubes a
microhématocrite héparinés (volume environ 50 Pl) sont remplis par une sus-
pension de 2 4 4 millions de cellules (macrophages alvéolaires ou péritonéaux),
scellés par 1 mm de gélose a 1 % et 1 mm de mastic CRITOSEAL pour cultures
cellulaires, puis centrifugés & 800 g.

Ies chambres de migration de SYKES-MOORE, contenant chacune
deux tubes a microhématocrite sectionnés 3 l'interface cellules-milieu,
sont remplies avec les milieux a tester et placées & 37°C.

Ies surfaces de migration sont relevées aprés 16 heures pour éﬁre
mesuréesen planimétrie.

Les index de migration sont exprimés en calculant le rapport :

Surface de migration de 2 tubes dans le milieu supposé contenir
du MIF (cultures avec antigéne)

Surface de migration de 2 tubes dans le milieu témoin ne contenant
pas de MIF (cultures sans antigéne)

‘ 55
D) Marquage des schistosomules au 51Cr (BUTTERWORTH et coll., 1974)

Deux miile schistosomules, préparés par "filtration" de cercaires
de Schistosama mansoni a travers une peau abdominale de souris tendue sur

un milieu de culture maintenu & 37°C, sont conservés une nuit a 4°C en
milieu HLEG contenant 10 p. 100 de sérum de lapin ou de veau foetal décom-
plémenté, de la pénicilline (200 U.I./ml) et de la streptomycine (100 pg/ml).
Aprés élimination du surnageant, les schistosomules sont mis
en contact avec 100 }JCi de Slchromate de sodium (2 m Ci/ml) en eau physiolo-
gique, complétées par deux volumes de HLEG sans sérum.
Les larves sont placées 4 heures a 37°C en atmbsphére de 002
a 5 % et réguliérement agitées pour éviter leur dépdt au fond du tube.
Puis les schistosomules sont lavés 4 fois dans 5 ml de HLEG
a 10 p. 100 de sérum de veau foetal décomplémenté et contenant 0,47 p. 100
de tampon HEPES (4-(2-hydroxyéthyl)-l-pipérazine acide éthanesulfonique),
par des centrifugations ne dépassant pas 400 g.

Rels sssrulriig S
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ILe culot du dernier lavage est repris dans le milieu de culture

choisi pour 1'expérience (en général, MEM contenant 10 p. 100 de sérum de
veau foetal décomplémenté, pénicilline (100 U.I./ml) et streptomycine
(50 pg/ml) , pour obtenir 50 schistosomules par 0,1 ml de milieu.

L'ensemble de nos marquages ont donné une radioactivité de

400 & 600 coups par minute pour 100 schistosomules.

IV - DOSAGES ENZYMATIQUES

a)

b)

c)

a)

e)

f)

A) Dosage de protéines (LOWRY et coll., 1965)237

Carbonate en solution sodée e !
CD3 Na, 49
NaCH 0,1 N gsp 100 ml

Tartrate de sodium et de potassium 3 2 %
Sulfate de cuivre a 2 %

Réactif du biuret (réalisé extemporanément) : dans 1'ordre 100 ml de "a"
: 1 ml de "b"
et 1 ml de "c"

. Agiter

Réactif de Folin dilué au demi extemporanément

Gamme de sérum—albumine bovine :
Peser 10 mg de sérum-albumine bovine (Fraction V de Cohn)
Les dissoudre dans 10 ml d'eau distillée

Diluer cette solution mére avec de 1l'eau distillée
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Solution mére HZO
2,5 ml + 2,5 ml =" 500 Pg/ml
2,0 ml + 3,0 ml = 400 pg/ml
1,5ml + 3:5m = 300 pg/ml
1,0 ml + 4,0 ml = 200 pg/ml
0,75 ml + 4,25 ml = 150 pg/ml
0,5 ml + 4,5 ml = 100 pg/ml
0,25 ml + 4,75 ml = 50 pg/ml

2) Mode opératoire

-

0,20 ml de solution protéique a doser, diluée de fagon a entrer
dans la gamme du standard ; ou 0,20 ml de chaque concentration du standard.

Ajouter 2,0 ml de réactif du biuret sous agitation constante.

Laisser 30 mn & 1l'obscurité & la température du laboratoire.

Ajouter 0,20 ml de réactif de Folin dilué sous agitation constante.

Laisser 15 mn minimum 3 1'obscurité.

Lire la D.O. & 660 nm.

La coloration est stable environ 2 heures.

B) Dosage de la béta—-glucuronidase (SZASZ, 1967)%"°
EC 3.2.1,31

Réaliser une solution 0,2 M d'acétate de sodium :
CH3COONa 3H20 2712 9/1

Réaliser une solution 0,2 M d'acide acétique :

CH3COOH glacial : 6 ml

H,0 gsp 500 ml

Mélanger les deux solutions qgsp pH 4,5 et doubler le volume.
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b) Solution de soude décinormale

c) Substrat : p-nitrophényl-glucuronidate 0,01 M (PM : 315) en tampon acétate

d) Standard de p-nitrochSnol
Etalon BOEHRINGER (réf. 15911) 0,5 mM dilué pour obtenir 60rM de
p-nitrophénol dans le volume final de la réaction (3 ml)
0,12 ml de 1'étalon BOEHRINGER, prélevé 3 la pipette de
0,2 ml au 1/100 '
0,88 ml .de tampon acétate

2,0 ml de soude 0,1 N

2) Mode opératoire

Echantillon : 0,2 ml

Tampon acétate : 0,7 mil

Substrat : 0,1 ml
Incuber & 37°C pendant 4 heures.
Arréter la réaction avec 2 ml de NaOH 0,1 N.
Lire la D.O. a 405 nm.

Blancs_: Incuber, pendant 4 heures, 0,7 ml de tampon et
0,2 ml du milieu correspondant a 1l'échantillon.
L'activité s'exorime en nM de substrat hydrolysé par_heure et par
unité d'échantillon (1 ml de broyat cellulaire :ou 106 cellules) .

C) Dosage de la béta—-galactosidase (CONCHIE, 1959)88
§C.3.2.1.923

1) Réactifs
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b) Tampon_glycocolle 0,4 M pH 10,8

e

Glycocolle 0,8 M (60 g/1) 500 ml
NaOH 0,8 M (32 g/1) : 500 ml

Mélanger V/V les deux solutions.
/

.

c) Substrat : O-nitrophényl-béta-D-galactoside (0.N.P.G.)
~2mM (PM : 301) en tampon acétate :
mis en solution au moment de 1l'emploi (agiter 1 heure & 4°C).

— e e e mm wm e e o s e

Peser 4 mg d'o-nitrophénol et les dissoudre dans 0,25 ml d'é&thanol.
Ajouter 5,5 ml de tampon acétate (= solution contenant 5 m Moles/ml). Diluer
1 ml de la solution précédente avec 9 ml de tampon acétate (= solution-mére
a 500 nMoles/ml) . Puis réaliser la gamme suivante :

Solution mére Tamon acétate
0 0 ml 1,6 ml
50 nM 0,1 ml 1,5 ml
100 nM 0,2 ml ; 1,4 ml
200 nM 0,4 ml 1,2 ml
300 nM 0,6 ml 1,0 ml
500 nM 1,0 mb 0,6 ml

A la fin du dosage chaque tube de la gamme regoit, comme les
échantillons, 1,6 ml de tampon glycocolle .

2) Mode opératoire

Echantillon 0,2 ml
Tampon acétate 1,2 ml
Substrat 0,2 ml
Incuber 16 heures a 37°C
Arréter la réaction avec 1,6 ml de tampon glycocolle :
Blancs : Incuber 1,2 ml de tampon acétate et 0,2 ml de substrat.
A la fin de 1'incubation, ajouter 1,6 ml de tampon gly- .
cocolle et 0,2 ml d'échantillon.
ILecture a 425 nm
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Ie volume de la gamme-étalon et des échantillons étant le méme, les
concentrations lues correspondent directement a la quantité de substrat hydro-
lysé par 1l'enzyme introduit avec les 0,2 ml d'échantillon.

Comme pour la béta-glucuronidase, l'activité enzymatique s'exprime en nM
de substrat hydrolysé par heure et par unité d'échantillon (soit unité de

volume, soit unité cellulaire).

D) Dosage de la cathépsine C (Mc DONAID et coll., 1971)238
EC 3.4.4.9

a) Tampon_phosphate 0,1 M pH 6,0
Réaliser une solution 0,2 M de phosphate disodique :
PO4 H Na, 12 HZO ¢ 11.6:.9
HZO gsp 1000 ml

Réaliser une solution 0,2 M de phosphate acide de sodium

PO4 2 Na (PM : 120) : 24 g
ou PO, H2 Na 2 HZO M 156) : 31,2 g
2O gsp 1000 mi

Mélanger les deux solutions gsp pH 6,0, et doubler le volume.
Ajouter alors 2,34 g de NaCl/litre.

b) Substrat : Glycyl-Phénylalanyl-béta-Naphtyl-amide 0,4 rM (PM : 347)

Peser 1,5 mg de substrat ; dissoudre extemporanément avec 20 pl
de Diméthylsulfoxyde (D.M.S.0.) et diluer sous agitation avec 10 ml de tampon
phosphate tiéde.

c) Reyélateur_: la béta-naphtylamine libérée est couplée d un colorant diazoI-
que : le Fast Garnett GBC.
Préparer la solution au maximum 30 nmn avant emploi, en mélangeant

volume & volume les solutions "A" et "B" suivantes :

A) Acide chloromercurlbenZOJ.que (CMB)
357 mg de CMB en fiole jaugée de 100 ml
12 ml de NaOH 0,5 N (2 g pour 100 ml de sol. finale)

Agiter pour dissoudre
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Ajouter 1,86 g d‘EDI‘A—Na2 (acide éthyléne-diamine-tétra-acétique,
sel disodique) ou Verséne.

Compléter & 95 ml avec de 1'eau.

Ajuster le pH & 6,0 avec HCl1 1 N

Compléter & 100 ml.

B) Fast Garnett GBC

0,5 mg de colorant par ml de solution de Tween 20 3 4 p. cent (p/v)

dans l'eau. Filtrer. La solution ne se conserve que quelques heures 3 4°C.

Peser 1,7 mg de 2-navhtylamine.
Dissoudre dans 1,0 ml d'alcool 3 95 p. cent.
Ajouter 18 ml de tampon phosphate.
: Prélever 1 ml de cette solution et ajouter 4 ml de tampon phosphate
(= solution-mére i 100 nM/ml) .
Réaliser la gamme suivante :

Solution-mére Tampon phosphate
0 0 : 0,80 ml
5 nM 0,05 ml 0,75 ml
10 nM 0,10 ml 0,70 ml
20 nM 0,20 ml 0,60 ml
30 nM 0,30 ml . 0,50 m
50 nM 0,50 ml : 0,30 mL

2) Mode opératoire

Préincuber 10 mn & 37°C :
0,2 ml d'échantillon
0,2 ml de tampon phosphate
Puis ajouter 0,4 ml de substrat chauffé i 37°C.
Incuber 4 heures. :
Arréter la réaction avec 1,4 ml de révélateur, sans oublier. les tubes

de la gamme—-é&talon.
Lire la D.O. & 520 nm.



205

Blancs_: méme processus, sans échantillon qui est ajouté aprés

le révélateur.

Attention ! Certains réactifs de ce dosage sont potentiellement cancérig@nes

: et réclament une grande prudence d'utilisation : masque pour la
pesée des poudres, et gants pour le maniements des solutions.
A la fin du dosage, rincer soigneusement la vaisselle d 1l'eau froide

avant son traitement habituel.

E) Dosage de la leucine-béta-navhtylamidase

(GOLDBARG et RUTENBURG, 1958)*°

EC 3.4.1.1

1) Réactifs

a) Tampon_phosphate 0,1 M pH 7,0
Méme préparation que pour la Cathépsine C, mais pH 7,0.

b) Substrat : Leucine-bé&ta-naphtylamide-ficT (pM : 293)

25 mg/ml de Diméthyl-sulfoxyde
Diluer 50 fois avec le tampon phosphate au moment de 1'emploi.

2) Mode opératoire

0,2 ml d'échantillon

0,2 ml de tampon phosphate pH 7,0

Préincuber 10 mn & 37°C

Ajouter 0,4 ml de substrat préchauffé i 37°C
Incuber 4 heures a 37°

Arréter la réaction avec 1,4 ml de révélateur
Lire la D.O. & 560 nm.
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F) Dosage de la phosphatase acide
EC. 3.0.8.2

1) Réactifs

Acide citrique 0,1 M (PM : 210) : 21 g/1

Citrate trisodique 0,1 M (PM : 294) : 29,4 g/1
Mé&langer les deux solutions pour obtenir le pH 4,8 et doubler le
volume avec de 1'eau.

_____ 2O 5,5mM (P! 371) en

solution dans le tamoon citrate.

c) Soude décinormale

e s S

- e e e = e — e i - - -

Réalisé comme pour la béta—-glucuronidase

2) Mode opératoire

- Préchauffer quelques minutes a 37°C
1 ml de subtrat

= Ajouter alors 0,2 ml d'échantillon

- Incuber exactement 30 mn 3 37°C

- Arréter la réaction avec 1,8 ml de soude décinormale

= Lire la D.O. & 405 nm |
Le blanc est constitué par 1 ml de sﬁbstrat incubé sans &chan-

tillon, lequel est ajouté en fin d'incubation aprés addition de la soude.
L'activité phosphatique acide est exprimée en nM de substrat

hydrolysé par heure et par unité de volume de 1'échantillon.

G) Dosage de la lactate-deshydrogénase (WROBLEWSKI et LADUE,
EC 1.1.1-27 1955)422 bis

Méthode BOEHRINGER modifiée : réf. 15948
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e e e e s

- e . et e e e e

2) Mode orératoire

= Introduire dans une cuve de spectrophotométre
3 ml de tamoon phosvhate
0,05 ml de NADH
0,1 ml d'échantillon
=~ Lire la D.O. & 340 nm = E1
- Replacer le volume dans un tube et mesurer 1l'échantillon suivant. Laisser a
température ambiante.
- Aprés 15 mn exactement, lire 3 nouveau l'extinction de chaque échantillon
- Comparer la différence d'extinction a celle obtenue avec un standard de IDH

"Précinorm E" de BOEHRINGER (réf. 15918).

la
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