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RESUME

Notre travail avait pour but 1'étude de la production
des IgE au cours de la bilharziose expérimentale du rat.

Les IgE sériques ont &té mesurées, par méthode radioimmu-
nologique, chez quatre lignées de rats, avant et aprés infection par
Schistosoma mansoni. Les taux de base des IgE différent selon les
lignées, qui peuvent &tre classées en basses et hautes productrices
d'IgE. Les IgE sériques s'élévent 10 & 20 jours aprés 1'infection
et leur taux maximal (entre le 30éme et le 50éme jour) représente
14 3 60 fois le taux de base. La caractéristique principale de 1'évo-
Tution des IgE au cours de la schistosomiase du rat est la persis-

tance prolongée de taux sériques élevés (jusqu'au 120éme jour),trés
longtemps aprés le rejet des vers. |

L'existence d'une potentialisation de réponses IgE pré-
‘existantes a &té démontrée. De plus, des expériences préliminaires
suggérent que 1'incubat de schistosomes débarrassé de son activiteé
suppressive par dialyse, posséde une activité de potentialisation.

Les IgE sériques spécifiques du parasite ont été mesurées
par une méthode immunochimique et par réaction d'anaphylaxie cutanée
passive, chez deux lignées de rats, 1'une productrice de taux faibles
d'IgE totales (rats FISCHER), 1'autre productrice de taux élevés
(rats HOODED-LISTER). Des différences sont observées entre les résul-
tats obtenus par les deux méthodes utilisées et suggérent 1'existence
d'anticorps IgE de faible affinité au 30éme jour de 1'infection. Les
IgE spécifiques du parasite ne représentent qu'un faible pourcentage
des IgE totales (en général inférieur & 10 %), pourcentage identique
chez les deux lignées étudiées.

L'évolution des IgE spécifiques du parasite présente une
corrélation 8troite avec celles de 1'immunité de protection et des
phénoménes d'activation macrophagique induite par le sérum de rat
immun. Ce résultat supporte fortement 1'idée que les IgE spécifiques
du parasite jouent un rdle prépondérant dans 1'immunité & la réinfec-

tion.
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INTRODUCTION




Schistosoma mansoni est 1'agent de la schistosomiase
intestinale (ou bilharziose)chez 1'homme et quelques mammiféres.
Cette affection, généralement chronique, touche plus de 200 millions
d'individus ; et on estime & 400 millions le nombre de personnes
exposées. La bilharziose représente de ce fait un probléme de santé
mondiale d'une grande ampleur. Elle est transmise par un mollusque
vivant dans 1'eau douce, et les populations concernées par la maladie
sont constamment exposées d& la réinfection en raison de Teur contact
quotidien avec 1'eau. Les mesures habituelles de prévention et
d'hygiéne se sont révélées insuffisantes pour empécher la réinfection,
et les thérapeutiques médicamenteuses, non dénuées de risques, ne

peuvent prévenir cette réinfection., C'est pourquoi, la mise au point
de méthodes d'immunoprévention et d'immunothérapie constitue un
objectif essentiel dans la Tutte contre la bilharziose. Une meilleure
compréhension des mécanismes intervenant dans la résistance a 1'infec-
~ tion en représente la premiére étape. Cette immunité & la bilharziose
se manifeste par différents aspects :

- La résistance naturelle & 1'infection : elle est totale chez
certaines espéces telles qué le chat et 1e pigeon ; elle est
partielle chez le rat et le singe Rhésus., Dans ces deux espéces,
les larves infestantes deviennent des vers adultes mais sont
é1liminées aprés un délai de quelques semaines par un phénoméne
d'expulsion spontanée. D'autres espéces. enfin, présentent
une grande sensibilité a 1'infection ; c'est le cas de 1'homme,
de la souris et du hamster ;

- L'"immunité & la réinfection est un des éléments caractéristiques
de 1'infection par S. mansoni. Chez 1'homme, les larves provenant
de nouvelles infections ont un développement trés diminué alors
que les vers adultes de la premiére infection peuvent persister
trés longtemps dans 1'organisme. Cet état de résistance se mani-
feste @ des degrés divers chez les animaux expérimentaux : il
est total et définitif chez le singe Rhésus, total et temporaire
chez le rat, seulement partiel chez la souris.




Cette immunité acquise est suscitée par la présence
dans 1'organisme des vers provenant de la premiére infection. Elle
s'exerce contre la forme larvaire précoce du parasite, le schisto-
somule. Le passage & 1'état adulte protégerait'1e parasite des
mécanismes immunitaires. Ceci pourrait étre 1ié & 1'acquisition
d'antigénes identiques d ceux de 1'héte, soit par adsorption passive
a4 la surface du parasite, soit par synthése. Les mécanismes immuni-
taires responsables de 1'immunité & la réinfection ont été treés
étudiés ces dernidres années. Plusieurs ont été mis en évidence :

. L'existence d'un anticorps cytotoxique, de nature immuno-
globuline G (IgG), agissant en présence de complément,a été
démontrée dans le sérum de 1'homme et de certains animaux
(singe Rhésus, rat, lapin, cobaye) ;

. Les polynucléaires neutrophiles sont capables de détruire
des schistosomules par contact direct et par libération
d'enzymes. La présence d'anticorps de classe IgG, ainsi
que de complément, faciliterait la fixation des polynu-
cléaires sur le schistosomule ;

. L'action de polynucléaires éosinophiles et d'anticorps
cytotoxiques dont la nature n'a pas été précisée, entraine
des 1ésions importantes des schistosomules. Ce phénoméne
a été demontré chez 1'homme, le babouin et Ta souris ;

. Chez le rat infestd, des lésions des schistosomules peuvent
8tre obtenues par action conjointe de macrophages et
d'anticorps cytophiles de nature IgGl ;

. Un autre mécanisme impligant le macrophage a été démontré
dans notre laboratoire. L'activation macrophagique est
réalisée par des anticorps de nature IgE, présents dans
le sérum de rat infesté et dirigés contre le




parasite. Ces anticorps IgE induisent 1'adhérence
et la cytotoxicité des macrophages vis-a-vis du
schistosomule. Plus récemment, ce mécanisme a été
démontré chez 1'homme, ce qui représente une con-
tribution trés importante, car on peut espérer gue
sa stimulation permettrait de renforcer 1'immunité
a la réinfection.

Parmi tous les mécanismes effecteurs énumérés, les

anticorps IgE jouent-ils un rdle primordial ? C'est pour répondre
a cette question qu'a été réalisée une partie de notre travail.
Nous avons effectué, chez le rat, 1'étude de 1'évolution, au cours
de 1'infection, des anticorps IgE dirigés contre le parasite ; et
nous 1'avons comparée a 1'évolution des phénoménes biologiques
connus dans la schistosomiase expérimentale du rat.

| Un second pdle d'intérét de 1'étude de 1'IgE au cours
de Ta bilharziose réside dans le fait que cette affection comme les
autres helminthiases induit la production de taux élevés d'IgE. Cette
production accrue résulte en grande majorité dela potentialisation de
réponses IgE préexistantes. Ce phénoméne a été particuliérement exploré
lors de 1'infection par le Nématode Nippostrongylus brasiliensis. I1

nous a paru intéressant d'étudier les modalités de la production
des IgE Tors de 1'infection par S. mansoni, qui est trés différente
de 1'infection par N. brasiliensis tant par le site de parasitisme

que par 1'évolution de 1'infection. L'étude de la production globale
des IgE a été entreprise chez différentes lignées de rats, et celle
des mécanismes de la potentialisation a été réalisée dans une lignée
productrice de taux élevés d'IgE.

Avant d'aborder notre contribution personnelle a 1'étude
des IgE au cours de la schistosomiase du rat, nous rappellerons dans
une premiére partie les données généra]és concernant 1'IgE : sa
structure, sa biosynthése, ses méthodes de dosage, son rdle biologique
et sa production au cours des helminthiases.




CHAPITRE 1

L' IMMUNOGLOBULINE E : DONNEES GENERALES




I - L'IMMUNOGLOBULINE E : STRUCTURE ET BIOSYNTHESE

A - Caractérisation immunochimique de 1'IgE

La découverte de 1'IgE est le résultat des recherches

réalisées depuis le début du siécle sur les anticorps anaphylactiques.

Le réle d'anticorps circulants dans 1'anaphylaxie fut démontré par
les expériences de PRAUSNITZ et KUSTNER en 1921, Le transfert de
1'hypersensibi]ité immédiate a des antigénes de poisson pouvait étre
réalisé par le sérum d'un sujet sensibilisé & ces antigénes. C'était
1a découverte de 1'anaphylaxie passive (ou réaction de PRAUSNITZ-
KUSTNER). Par la suite, COCA et GROVE en 1925 établirent que les
anticorps sensibilisants se fixaient fortement dans le territoire
cutand ol ils étaient injectés, persistant plusieurs semaines apreés
le transfert passif. D'autres propriétés de ces anticorps furent
mises en évidence :

- Thermolabilité : 1'activité anaphylactique est détruite par
chauffage quelques heures a 56°C ;

- Sensibilité au 2-mercaptoéthanol ;

- Inaptitude a fixer le complément.

Ces anticorps présentent par ailleurs une spécificité
comparable 3 celle des autres anticorps, mais ne précipitent
pas avec 1'antigéne. Ils ne sensibilisent pas la peau d'autres
espéces, sauf celle des singes supérieurs, d'oll 1e nom d'anticorps
homocytotropes.

L'ensemble de ces propriétés a servi a définir les
anticorps réaginiques ou réagines. I1 fut montré que ces anticorps
étaient responsables des manifestations allergiques observées chez
1'homme. Enfin, des réagines anti-parasite furent mises en évidence
dans les helminthiases.
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IT existe, a cOté des réagines, d'autres anticorps capa-
bles d'induire des réactions anaphylactiques dans la méme espéce.

I1 s'agit des anticorps Y1 du cobaye (BENACERRAF et Coll., 1963),

et de la souris (NUSSENZWEIG, MERRYMAN et BENACERRAF, 1964) et les
anticorps Ya du rat (MORSE, AUSTEN et BLOCH, 1969). Ces anticorps
différent des réagines dans leurs propriétés : ils sont thermorésis-
tants, leur fixation dans la peau est transitoire, ils sont moins
actifs que 1'IgE. Enfin, i1 existe des anticorps capables d'induire
des réactions anaphylactiques dans d'autres espéces, mais inactifs
dans 1'espéce qui les produit. Ces anticorps, dits hétérocytotropes,
sont par exemple les IgG (IgGl & 3) humaines capables de sensibiliser
la peau de cobaye, ou les Y2 des rongeurs.

La caractérisation immunochimique des réagines n'a été
réalisée que ces derniéres années. La difficulté de leur identification
s'explique rétrospectivement par le fait que les réagines ne sont
présentes dans le sérum qu'd des taux trés faibles (de 1'ordre du
microgramme par m1). C'est en 1966 qu'ISHIZAKA, K., ISHIZAKA et HORNBROOK
(1966a, b) isolent et caractérisent des réagines. Ces auteurs obtinrent
par fractionnement de sérums de malades allergiques au pollen d'Ambrosia,
une fraction trés riche en réagines. L'immunisation de Tapins avec
cette fraction conduisit & la production d'anticorps contre une immuno-
globuline différente des IgG, IgA, IgM et IgD, d laquelle ISHIZAKA, K. et
Coll. donnérent le nom d'IgE. Cette classe d'immunoglobulines était
donc identifiée comme le support de 1'activité réaginique. En 1967,
JOHANSSON et BENNICH découvrirent une protéine myélomateuse (IgND),
différente des quatre classes connues d'immunoglobulines, et dont
1'identité a 1'IgE d'ISHIZAKA et Coll. fut démontrée (BENNICH et Coll.,
1969). Elle est capable d'inhiber Te transfert passif de 1'hypersensi-
bilité immédiate (STANWORTH et Coll., 1967). Depuis, d'autres myé&lomes
humains a IgE ont été découverts (OGAWA et Coll., 1969 ; STOICA, 1970 ;
FISHKIN et Coll., 1972 ; PENN, 1972 ; STEFANI, GUSEV et MOKEEVA, 1973 ;
SENDA et INAI, 1975 ; KNEDEL et Coll., 1976 ; MILLS et Coll., 1976).
Enfin, des myélomes secrétant cette classe d'immunoglobulines furent
décrits chez une souche de rat par BAZIN et Coll. (1974).




Ces protéines de myélome ont permis 1'@tude structurale
de la molécule d'IgE. C'est surtout 1'IgE ND découverte par
JOHANSSON et BENNICH qui a été étudiée de fagon détaillée.

B - Structure de 1'IgE
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L'IgE posséde un poids moléculaire d'environ 190.000 dal-
tons (188.100 T 3000 pour 1'IgE ND, DORRINGTON et BENNICH, 1971). Sa
constante de sédimentation est de 8,2 S et sa mobilité électrophoré-
tique de typeY;. - Son coefficient d'extinction est de 15,3 (BENNICH
et JOHANSSON, 1971). Elle contient 11,4 % de glucides (BENNICH et
‘CLAMP, 1971).

Le schéma général de structure de 1'IgE est identique a
celui des autres classes d'immunoglobulines, c'est-d~-dire qu'il
comporte 1'association par des ponts disulfures de deux chaines lour-
des € et de deux chaines 1égéres. Le poids moléculaire des chaines
lourdes est de 72.500 ¥ 2400 (DORRINGTON et BENNICH, 1971) ; c'est
un poids moléculaire voisin de celui de la chafne p mais plus élevé
que celui des chaines< et Y .
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L'étude des déterminants antigéniques de Ta molécule d'IgE
a été réalisée soit aprés réduction partielle, soit aprés protéolyse
enzymatique.

a) Effets des agents réducteurs sur 1'anti-
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L'IgE contient environ 40 résidus de cystéine par molécule -
Seize de ces résidus, soit 8 ponts disulfures, sont accessibles au
2-mercaptoéthanol 0,1 M en milieu non dissociant (BENNICH et JOHANSSON,
1971). Dans ces conditions, 1'antigénicité de 1a molécule est trés
diminuée : environ de 85 %. A 1'inverse, si 5 ponts disulfures sont
rompus dans des conditions de réduction plus douces, 1'antigénicité
de la molécule n'est pas altérée de fagon significative (BENNICH, 1968).




b) Antigénicité des fragments de 1'IgE

-----------------------------------

------------------------------------

Le clivage de 1'IgE par différents enzymes (papaine,
pepsine, trypsine) a permis d'établir 1'existence de plusieurs déter-
minants antigéniques dans la molécule. La digestion par la papaine de
1'IgE ND produit,en des temps courts d'incubation (2 heures), un frag-
ment 7S, un fragment Fc, deux fragments Fab distincts, et un fragment
C, . L'incubation prolongée détruit complétement Ta molécule sauf
un fragment résistant dénommé Fc" (BENNICH et JOHANSSON, 1971). Le
fragment Fc posséde deux déterminants isotypiques DEl et DE 2,
alors que le Fc" ne posséde que le déterminant D € 1. Les fragments
Fab portent le déterminant idiotypique D € 0 et les déterminants des
chaines 1égéres. Des résultats similaires ont été obtenus par ISHIZAKA
et Coll. par digestion de 1'IgE PS (ISHIZAKA, K., ISHIZAKA et LEE, 1970).
La digestion pepsique produit un fragment F(ab')2 de grande taille
(poids moléculaire 140.000), portant les déterminants des chafines
1égéres, le déterminant idiotypique D €0, et Te déterminant D € 1.

Un fragment mineur est &galement obtenu (p Fc) qui correspond a la
partie C terminale de 1a molécule. Le clivage par la trypsine produit
un F (ab)2(t) de taille plus petite que le F(ab')2 (poids moléculaire :
103.000)., mais qui porte comme ce dernier les déterminants D€ 0 et

D € 1. Les propriétés physicochimiques et les caractéres antigéniques
de ces différents fragments sont résumés dans le tableau I. La dispo-
sition des fragments F(ab')2, Fc et Fc" est indiquée dans la figure 1.
Les F(ab')2€ et Fc€ sont de taille nettement plus grande que ceux
obtenus par digestion de 1'lIgG. Le Fc" représente une zone trés résis-
tante a la protéolyse enzymatique, alors que la partie C terminale de
s]a molécule, portant le déterminant D€ 2, y est trés sensible.

3. Structure_de la_chaine lourde
La chaine polypeptidique € de 1'IgE ND est composée de
547 résidus d'acides aminés. Elle comporte un domaine variable et 4
régions d'homologie constantes C€ 1, C€ 2, C€ 3, C € 4 (BENNICH
et Coll., 1976). Elle contient 15 résidus de cystéine, dont 10 font
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FIGURE 1 : STRUCTURE SCHEMATIQUE DE L'IgE,
ILLUSTRANT LA LOCALISATION DES FRAGMENTS
ENZYMATIQUES Fab'2, Fc" et Fc, ET LA DIS-
TRIBUTION DES DETERMINANTS ANTIGENIQUES DS .
(D'aprés BENNICH et Coll., 1976).
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partie de ponts disulfures intra-chaines, un dans chacun des 5 domaines.
Trois ponts inter-chaines sont présents : un pont inter-chaine lourde-
chaine 1égére (inter-HL) et deux ponts inter-chaines Tourdes £ (cys-
téines 241 et 328). Enfin, deux cystéines sont engagées dans un pont
intra-chaine situé dans le domaine CE€1. Ce pont disulfure n'a pas
d'équivalent dans Tes autres chaines lourdes d'immunoglobulines humaines.
IT est clivé dans des conditions de réduction douce, de méme que le pont
inter-HL et un des ponts inter-chaines (cystéine 328) (MENDEZ, FRANGIONE
et KOCHWA, 1973).

L'IgE posséde 6 copules glucidiques toutes attachées a la
chaine Tourde €. La liaison des glycannes & la chaine lourde est de
type N-glycosidique. Ces glycannes sont soit de type simple, c'est-a-
dire ne comportant que du mannose et de la N-acétylglucosaminesou de
type complexe, c'est-a-dire comprenant en plus, du fucose, du galac-
~ tose et de 1'acide sialique. La structure des glycannes de 1'IgE PS
a été déterminée (BAENZIGER, KORNFELD et KOCHWA, 1974). La distribution
des copules glucidiques le long de la chaine € ne - présente pas d'homo-
logie avec celle des copules glucidiques d'autres chaines Tourdes d'immu-
noglobulines. Un fait & remarquer est que trois des six copules gluci-
diques sont Tocalisées dans le domaine CE£1 (Tiaison aux asparagines 145,
173 et 213). Un glycanne est présent dans le domaine CE€ 2 (Asn 265) et
deux dans 1e domaine CE€3 (Asn 375 et 394).

C - Biosynthése de 1'IgE
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L'IgE est synthétisée par des cellules d'origine médullaire :
les lymphocytes B. Ces lymphocytes dériveraient trés probablement de
précurseurs portant des récepteurs IgM (MANNING, MANNING et REED, 1976) ;
mais selon certains auteurs (DWYER, ROSENBAUM et LEWIS, 1976), les pré-

curseurs des lymphocytes & IgE seraient des cellules ne portant pas de
récepteurs IgM. Les premiers travaux concernant la distribution
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des cellules lymphocytaires & IgE (ISHIZAKA, K., ISHIZAKA et TADA. 1959 ;
TADA et ISHIZAKA, 1970) indiquent leur prédominance dans les muqueuses
intestinales et respiratoires ainsi que dans les ganglions régionaux
correspondants ; elles sont peu abondantes dans la rate et les ganglions
superficiels. D'autres auteurs (HOBBS et Coll., 1969 ; SAVILAHTI, 1972 ;
SKINNER et WHITEHEAD, 1974) n'ont pas trouvé de plasmocytes a IgE dans la
muqueuse intestinale. Des travaux plus récents (MAYRHOFER, BAZIN et
GOWANS, 1976) ont montré que les cellules a IgE de la muqueuse intes-
tinale ne sont pas des plasmocytes mais des mastocytes possédant de

1'IgE intracellulaire. Chez le rat infesté par N. brasiliensis, le

site majeur de synthése de 1'IgE est le ganglion mésentérique, alors

que trés peu de cellules produisant 1'IgE sont présentes dans les

plaques de Peyer, le tissu lymphoide pulmonaire et la rate. Chez le

rat normal, on ne met en évidence que trés rarement des cellules syn-
thétisant de 1'IgE. La présence de mastocytes entre les cellules
épithéliales de 1'intestin expliquerait pourquoi 1'IgE peut étre
détectée dans les sécrétions, bien qu'elle ne soit pas une immunoglo-
buline sécrétoire telle que 1'IgA.

—— e T e Mo ) o e 0ae e g e b .

----------------

La réponse IgE varie selon 1'espéce animale. Chez 1'homme,
1'immunisation par un extrait de po]]eh entraine chez certains individus
une réponse IgE qui disparait en 2 & 3 mois. Une réponse secondaire
peut étre observée aprés la saison du pollen chez un petit nombre de
sujets immunisés. Chez le rat, 1'injection d'ovalbumine et d'alumine
ou de Bordetella pertussis entraine uneproduction d'anticorps IgE

maximale du 10éme au 1l4éme jour et qui décline rapidement ensuite.

Une injection de rappel ne donne pas de réponse secondaire en général ;
si une réponse secondaire est obtenue, elle est moins importante que

la réponse primaire. La lignée de rat HOODED-LISTER se caractérise par
Ta production de taux élevés d'anticorps IgE, aprés 1'injection d'anti-
géenes tels que 1'ovalbumine (1 a 10 pg) avec du vaccin anti-coquelucheux
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(B. pertussis). De plus, une injection de rappel, sans adjuvant, est

capable d'induire, chez cette lignée, une réponse secondaire. Chez le
lapin, 1'injection de gamma-globuline bovine dinitrophénylée et d'adju-
vant de FREUND complet induit une réponse IgE transitoire. Aucune réponse
secondaire ne peut &tre obtenue. L'injection d'une faible dose d'anti-
géne avec de 1'alumine induit au coﬁtraire, avec une grande fréquence,
des réponses secondaires. L'injection de doses élevées d'antigéne

(50 a 100 pg) avec différents adjuvants (FREUND complet, alumine,

B. pertussis) entraine, chez la souris, des réponses IgE transitoires,

disparaissant au bout de 3 semaines. A 1'inverse, 1'injection d'une

dose faible d'antigéne (0,1 a1 Pg) en présence d'alumine, suivie

d'une injection de rappel 4 semaines aprés, a pour conséquence la pro-
duction de taux élevés d'IgE. La lignée de souris SW55 se caractérise par
des réponses IgE persistant plusieurs mois aprés 1'injection d'une dose
faible d'antigéne (0,1 pg d'ovalbumine avec de 1'alumine) ; elie repré-
sente de ce fait un bon modéle expérimental pour 1'étude de 1'allergie
(ISHIZAKA, K., 1976).

b) Facteurs genétiques

L'immunisation de différentes lignées de souris avec des
antigénes protéiques ou des conjugués hapténe - protéine par LEVINE
et VAZ (1970) a mis en évidence le contrdle de Ta réponse IgE par des
génes situés sur un seul locus autosomique (Tocus Irl) fortement 1ié
au systéme H-2 sur legroupede linkage 1 X. Lorsque les souris sont
immunisées avec des conjugués hapténe-protéine, Ta différence entre
les lignées est 1iée a la protéine porteuse,ce qui suggére que le
contrdle génétique s'exerce sur les lymphocytes T. Un contrble géné-
tique entiérement différent, et seulement présent chez la souris, a été
démontré (LEVINE, 1971) : 1'immunisation de différentes lignées avec
des doses variables de divers antigénes entraine une production d'anti-
corps IgG & 1'un ou 1'autre de ces antigénes, alors que les réponses
IgE sont élevées dans certaines lignées, basses ou nulles chez d'autres.




- 15 -

Ce type de réponse IgE est indépendant de la dose et de la nature de
1'antigéne ; seule la réponse IgE est affectée. Ce contrdle génétique
est effectué par plusieurs loci, et n'est pas 1i& au systéme H-2. Chez
1'homme, des études familiales ont été réalisées pour mettre en évidence
1'existence de génes Ir contrdlant la réponse aux antigénes de pollen
d'ambroisie. LEVINE, STEMBER et FOTINO (1972) ont montré que, au sein
d'une méme famille, les sujets HLAl - HLAS ont des réactions d'hyper-
sensibilité trés importantés a3 1'antigéne E, alors que les sujets ayant
d'autres haplotypes HLA ne sont pas sensibles a cet antigéne. Les études
de populations réalisées par MARSH et Coll. (1973) n'ont pas montré
de relation nette entre les haplotypes HLA et la sensibilité au pollen
d'ambroisie. Cependant, les études génétiques réalisées par les mé€mes
auteurs ont mis en évidence une relation entre 1'haplotype HLA-7 et
la sensibilité & un allergéne mineur du pollen d'ambroisie, 1'aller-
géne Ra-5. Un autre type de contréle génétique a été démontré chez
1'homme par MARSH, BIAS et ISHIZAKA (1974). I1 s'exerce sur la synthése
globale des IgE. Deux génes alléles autosomiques a un méme locus con-
trdlent la production globale des IgE ; 1'un, récessif, détermine la
production de taux élevés d'IgE, 1'autre, dominant, Ta production de
taux faibles. Ces génes ne sont pas 1iés au systéme HLA, et paraissent
masquer le role joué par les génes Ir. En effet, les sujets possédant
des taux élevés d'IgE sont allergiques & de nombreux antigénes, tandis
que les sujets possédant des taux faibles ne sont sensibles qu’d un
petit nombre.

Ainsi, chez 1'homme, comme chez la souris, deux types
de contrdles génétiques s'exercent sur la réponse IgE :

- 1T'un, dépendant des génes Ir T1iés au systéme majeur d'histocompa-
tibitité, contrdle la réponse IgE a des antigénes déterminés ;

- 1'autre, indépendant des'génes Ir, s'exerce sur la production glo-
bale des IgE.
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) Adjuvants de Ta réponse It

La nature et la dose d'adjuvant sont des facteurs critiques
dans 1'induction de la réponse IgE & des antigénes protéiques. Dans beau-
cdup d'espéces animales, T1'alumine est un meilleur adjuvant que 1'adju-
vant cdmp]et de FREUND. Chez 1e lapin, une réponse IgE secondaire ne
peut étre obtenue que si T'antigéne est injecté avec de 1'alumine.
Un autre adjuvant de la réponse IgE est Te vaccin anti-coquelucheux
(B. pertussis) actif chez le rat et la souris, mais inactif chez le
Tapin. CLAUSEN, MUNOZ et BERGMAN (1969) ont extrait de B. pertussis,
un facteur capab1é d'effet adjuvant pour la réponse IgE chez la souris,
et entrainant une sensibilité accrue & 1'histamine ("histamine sensiti-
zing factor"). TADA et Coll. (1972) ont isolé un facteur similaire
capable d'effet adjuvant chez e rat, et induisant une lymphocytose

sanguine ("lymphocytosis promoting factor").

D'autres adjuvants moins actifs ont été décrits : lipopoly-
saccharides (CLAUSEN, MUNOZ et BERGMAN, 1968), polynucléotides (ISHIZAKA, K.,
1976), Corynebacterium parvum (PINCKARD et HALONEN, 1971).

Chez 1a souris, la présence d'adjuvant n'est requise que
pour obtenir une réponse primaire, alors qu'elle est toujours indis-
pensable chez le rat pour induire une réponse secondaire, sauf chez
la 1ignée HOODED-LISTER. Chez cette lignée, une réponse secondaire
peut étre induite en 1'absence d'adjuvant & condition que la premiére
immunisation soit réalisée avec du vaccin anti-coquelucheux.

d) Nature et dose d'antigéne

-------------------------

Les antigénes induisant une réponse IgE (allergénes) sont
tous des antigénes T-dépendants. Leurs caractéristiques structurales
communes seront envisagées au chapitre 3. Sur le plan immunologique,
leur propriété essentielle est une immunogénicité importante. Couplés
& des hapténes, ils permettent d'obtenir facilement une réponse IgE
anti-hapténe. '
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Un facteur important dans 1'induction des réponses IgE est
la dose d'antigéne utilisée pour 1'immunisation. Des doses faibles d'anti-
géne permettent d'obtenir plus facilement une réponse IgE primaire ou
secondaire, que des doses élevées. C'est ainsi que chez le rat HOODED-
LISTER, la réponse secondaire & 1'ovalbumine est plus importante si les
animaux sont immunisés la premiére fois par une dose de 0,1 a 1 jg
plutét que par une dose de 100 Hg a 1 mg (JARRETT et STEWART, 1974).

De méme, chez le lapin, une faible dose d'antigéne avec de 1'alumine
favorise une réponse IgE (REVOLTELLA et OVARY, 1969).

Le rdle de 1a dose d'antigéne est particuliérement important
dans 1'induction de réponses IgE anti-hapténe. C'est ainsi que
1'immunisation de la souris DBA/1 avec de 1'ovalbumine-DNP et de 1'alu-
mine conduit si la dose d'antigéne est trés faible (0,05 Hg) 3 une
réponse IgE anti-hapténe prolongée. Au contraire, si la dose est plus
élevée (0,2 a 1 Pg), le taux des anticorps IgE décline rapidement au
boutde 2 & 3 semaines (ISHIZAKA, K. et OKUDAIRA, 1973).

e e T e e

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

OKUMURA et TADA (1971) ont montré que des rats thymectomisés
a la naissance ne produisent pas d'anticorps IgG et IgE lors d'immunisa-
tions ultérieures par DNP-Ascaris. Cette déficience est corrigée par
1'injection de thymocytes normaux. Comme pour la réponse IgG, 1'immuni-
sation par la protéine porteuse ("carrier") augmente la réponse IgE
ultérieure & un complexe protéine ("carrier")-hapténe, Cet effet est
dii & 1a sollicitation de lymphocytes T spécifiques de la protéine por-
teuse (HAMAOKA, KATZ et BENACERRAF, 1973 ; OKUDAIRA et ISHIZAKA, 1973
KOJIMA et OVARY, 1975a).Cependant, la réponse IgE apparait plus sensible
que la réponse IgG a différents facteurs : dose de protéine porteuse
injectée, nature de 1'adjuvant, intervalles de temps entre 1'immunisa-

tion par la protéine porteuse et par le conjugué hapténe-protéine.
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C'est ainsi que chez la souris 1'immunisation par 1'ovalbumine, suivie
ultérieurement par 1'injection du conjugué ovalbumine-DNP, augmente la
réponse I1gG anti-DNP, mais supprime la réponse IgE contre cet hapténe.

b) Les Tymphocytes B dans 1la répgp§§'¥g§

Les lymphocytes B "mémoire" impliqués dans 1a réponse IgE
sont différents des cellules B "mémoire" impliquées dans la réponse
IgM/1gG (KISHIMOTO et ISHIZAKA, 1972 ; DELESPESSE, ISHIZAKA et KISHIMOTO,
1975). La maturation des cellules souches en cellules B a IgE se ferait
grace d la présence de 1'antigéne et d'une sous-population de cellules T
(OKUDAIRA et ISHIZAKA, 1974). Cependant, des travaux plus récents sem-
blent exclure le role des cellules T dans la génération des cellules B
a IgE (ISHIZAKA, K., 1976).

La différenciation des cellules B portant des récepteurs
IgE en plasmocytes & IgE dépend des cellules T. Mais cette dépendance
semble diminuer si les cellules sont mises en culture. Selon ISHIZAKA,
les cellules B & IgE n'auraient besoin de 1'aide des cellules T qu'a
une étape critique de Teur maturation (ISHIZAKA, K., 1976).

c) Cellules T “"helper" de la réponse IgE

-------------------------------------

L'existence de cellules T coopérant avec les cellules B
pour la réponse IgE (cellules T "helper") a été démontrée par de

nombreuses expériences. Chez le lapin, 1'étude de la réponse IgE in vitro

de cellules de ganglions lymphatiques a montré que 1'effet helper est
obtenu quand les animaux sont immunisés avec une dose appropriée de
protéine adsorbée sur de 1'alumine. L'analyse des réponses IgG et IgE
suggére que les lymphocytes T helper de la réponse IgE sont différents
des lymphocytes T helper de la réponse IgG (KISHIMOTO et ISHIZAKA, 1973).
Cependant, chez Tes lignées de souris hautes répondeuses en IgE, les
effets hé]per pour les réponses IgE et IgG ne peuvent &tre distingués
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(HAMAOKA, KATZ et BENACERRAF, 1973 ; OKUDAIRA et ISHIZAKA, 1973 ;
OKUDAIRA et ISHIZAKA, 1974). Chez ces lignées, la culture de cellules T
spléniques sur des macrophages portant 1'antigéne,induit la génération
de cellules helper collaborant pour les réponses IgE et IgG (ISHIZAKA, K.
et ADACHI, 1976).

Lieffet T helper est médié par des facteurs solubles. Ces
facteurs peuvent étre 1ibérés par contact d'un antigéne modifié (déna-
turé par 1'urée par exemple) qui a des déterminants immunogéniques
pour les cellules T, mais n'est pas antigénique pour les cellules B
(ISHIZAKA, K. et Coll., 1974). Le facteur soluble augmentant la réponse
IgE est différent du facteur augmentant la réponse IgG (KISHIMOTO
et ISHIZAKA, 1974 ; KISHIMOTO et ISHIZAKA, 1975). En effet, quand la
cellule Tspécifique de la proté&ine porteuse ("carrier") a une fonction
helper exclusive pour la réponse IgG, la stimulation de cette cellule
par la protéine “"carrier" ne libére que le facteur soluble stimulant
la réponse IgG et pas le facteur stimulant la réponse Igkt.

Un facteur de stimulation non spécifique des réponses IgE
et 1ibéré par les cellules T a été mis en évidence par KISHIMOTO et
ISHIZAKA (1974).

d) Régulation de ia réponse IgE

----- 3 @ e s et s s e e e e e e

La synthése des IgE dirigées contre un antigéne peut étre
supprimée par administration passive d'un antisérum contenant des
anticorps dirigés contre ce méme.antigéne. Cette suppression est com-
pléte chez le lapin & condition que 1'administration de 1'antisérum soit
réalisée enméme temps que 1'immunisation, alors que ce résultat n'est
pas obtenu si 1'antisérum est administré 8 jours aprés 1'immunisation
(STRANNEGARD et BELIN, 1970). Chez la souris, 1'administration passive
d'IgG anti-ovalbumine supprime de fagon transitoire la réponse Igt et
IgGl contre cet antigéne. Chez Tes souris hautes répondeuses en Igt,
1'administration d'antisérum anti-ovalbumine n'affecte pas la réponse
IgE en cours et n'inhibe pas une réponse secondaire (ISHIZAKA, K. et
OKUDAIRA;1972). Chez le rat, les phénoménes sont trés différents.
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L'administration d'anticorps déprime sélectivement la réponse IgE sans
affecter la réponse IgG. Cet effet serait dd a 1'inactivation des
cellules immunocompétentes par des complexes IgE-antigéne (ISHIZAKA, K.,
1976).

e = e e i

L'injection d'un conjugué de DNP et d'un copolymére de
lysine et d'acide glutamique, molécule non immunogénigue, induit dans
des conditions expérimentales particuliéres (KATZ, HAMAOKA et BENACERRAF,
1973) une suppression des réponses IgE et IgG anti-DNP. Cette tolérance
est Tiée & une inhibition irréversikle des cellules B a IgG et IgE.
L'injection de protéine isologue couplée au DNP est capable
d'induire une immunosuppression prolongée de la réponse IgE anti-DNP
(LEE et SEHON, 1975). Cet effet semble 1ié & 1'inactivation des cellules
B spécifiques du DNP ou au blocage de leurs récepteurs.

P ™ e

Les expériences de thymectomie chez le rat adulte (OKUMURA
et TADA, 1971 ; TANIGUCHI et TADA, 1974), d'irradiation préalable a
1'immunisation (TADA, TANIGUCHI et OKUMURA, 1971), de traitement par
le sérum anti-thymocyte (OKUMURA, TADA et OCHIAI, 1974) ont suggéré
1'existence de cellules T suppressives de la réponse IgE. Ces cellules
sont spécifiques de 1'antigéne et dans le cas de complexes hapténe-
protéine, 1'effet suppresseur s'exerce sur la protéine porteuse (OKUMURA,
TADA et OCHIAI, 1974). Des extraits de thymocytes ou de cellules spléni-
ques ont le méme effet suppresseur. Les travaux de TADA, OKUMURA et
TANIGUCHI (1973) ont mis en évidence dans ces extraits, un composant
sub-cellulaire d'activité suppressive sur la réponse IgE. Selon TADA
(1976), le composant agirait en inactivant les cellules T helper, qui
porteraient & leur surface un site récepteur pour ce composant.

Chez la souris, des injections répétées d'antigéne sans
adjuvant induisent la génération de cellules T suppressives pour les
réponses IgG et IgE (MAIA, VAZ et VAZ, 1974). Plus récemment, TAKATSU,
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et ISHIZAKA (1975) ont montré que chez la souris haute répondeuse en

IgE, 1'injection hebdomadaire d'antigéne dénaturé par 1'urée 8M

déprime la réponse IgE a cet antigéne et supprime la réponse secondaire.

Cet effet est 1ié & 1'apparition de cellules T suppressives. Cette

possibilité d'induire une suppression spécifique de la réponse Igt par

des antigénes dénaturés pourrait étre une nouvelle méthode d'immuno-

thérapie des états allergiques (ISHIZAKA, K., 1976). |
L'existence d'un facteur d'activité immunosuppressive

non spécifique a &té démontrée par KISHIMOTO et ISHIZAKA (1974). Ce

facteur serait capable d'agir sur des cellules B avant leur stimulation

par 1'antigéne ou au moment de leur stimulation.

D - Méthodes de dosage de 1'IgE

Les méthodes de dosage de 1'IgE doivent étre trés sensibles,
&tant donné le taux faible de cette immunoglobuline dans les liguides
biologiques (en général inférieur au pg par ml).

Deux grands groupes de méthodes peuvent étre distingués

- les méthodes immunochimiques qui utilisent le caractére antigénique
de 1'IgE. Ces méthodes peuvent, soit decser les IgE totales d'un
liquide biologique, soit les IgE spécifiques d'un antigéne donné ;

- les méthodes biologiques qui recherchent 1'activité réaginique d'un
liquide biologique vis-d-vis d'antigénes déterminés.

---------------------------------------

------------------

Ces méthodes utilisent le caractére antigénique de la
partie constante de la chaine€ de 1'IgE, qui va réagir avec un anti-
sérum anti-€ dirigé contre les déterminants isotypiques de 1a molécule.
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Les techniques classiques d'immunodiffusion en milieu
gélifié sont insuffisamment sensibles pour le dosage de 1'IgE ; ainsi
dans la méthode d'immunodiffusion radiale selon MANCINI, les anneaux
de précipitation ne sont pas visibles. Des modifications de cette
méthode ont &té proposées afin d'en augmenter la sensibilité :

¥ La méthode de ROWE (1969) ou radioimmunodiffusion radiale,
utilise des anticorps marqués a ?‘1251 et dirigés contre
les immunoglobulines de 1'espéce ayant servi a préparer
Ttanti-IgE. La fixation de ces anticorps est révélée par
autoradiographie. ARBESMAN et ITO (1971) ont simplifié
la méthode en utilisant un anti-IgE marqué & 1'iode
radioactif.
% CENTIFANTO et KAUFMAN (1971) utilisent pour révéler 1'anneau
de diffusion un anti-immunoglobuline marqué a la fluorescéine.
% Récemment, GUESDON, THIERRY et AVRAMEAS (1976) ont décrit
une technique de révélation utilisant des anticorps marqués
a la glucose oxydase. Cette méthode simple et suffisamment
sensible permet d'obtenir des résultats reproductibles et en

bon accord avec les dosages radioimmunologiques.

Etant donné leur grande sensibilité, les méthodes radioimmu-
nologiques sont les méthodes de choix pour le dosage de 1'IgE. Leur
principe consiste a mettre en compétition 1'antigéne (IgE) radiomarqué
et 1'antigére non marqué ou froid, pour un immunsérum dirigé spécifi-
quement contre cet antigéne (anti-IgE), de telle fagon qu'il existe
un excés d'antigéne marqué et non marqué, aprés contact avec 1'immun-

sérum. Dans le cas du dosage de 1'IgE, la réaction peut s'écrire :

IQEx IgE
(IgE marquée)  ©  (IgE froide) Anti-Igk = Ige*
‘ +
IgE

+ .
IgE* - Anti-IgE
+
Igb - Anti-Igh
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La quantité d'Igt marquée fixée par 1'anticorps sera d'autant
moins grande que la quantité d'IgE froide sera importante. La mesure de
la radioactivité liée a 1'anticorps et/ou de la radioactivité non liée,
nécessite la séparation des fractions libres et liées a 1'anticorps.

La mesure de la radioactivité avec des quantités connues d'Igk froide
permet d'établir une courbe d'étalonnage. La quantité d'IgE d'un liquide
biologique peut étre déduite de cette courbe d'étalonnage.

L'IgE purifiée peut servir & la fois pour la courbe d'étalon-
nage et pour le marquage. Ce dernier est réalisé le plus souvent par
1‘1251, dont la période est de 60 jours et dont 1'abondance isotopique
est élevée. La méthode d'iodation des tyrosines utilisant la chlora-
mine T comme oxydant doux (GREENWOOD, HUNTER et GLOVER, 1963 ;

Mc CONAHEY et DIXON, 1966) est la plus employée car elle minimise les
risques de dénaturation de 1'IgE, donc la perte d'antigénicité. L'anti-
IgE est obtenu par immunisation soit avec des Fc€ (JOHANSSOH, MELLBIN
et VAHLQUIST, 1968) soit avec une immunoglobuline IgE différente de
celle utilisée pour le marquage (CARSON, METZGER et BAZIN, 1975), afin
d'éliminer 1'interférence d'anticorps dirigés contre les déterminants
idiotypiques de la malécule.

La séparation des fractions Tlibres et liées a 1'anticorps
est réalisée soit par couplage de 1'anticorps a une phase solide, soit
par précipitation du complexe IgE-anti-IgE :

- Le couplage & une phase solide (radio immunosorbent test ou R.I.S.T.)
a &8té décrit initialement par JOHANSSON, BENNICH et WIDE (1968) ;
1'anti-IgE était couplé dans cette méthode au Séphadex activé par
le thiophosgéne. Le couplage au Séphadex activé par le bromure de
cyanogéne, de maniement plus commode a ensuite été décrit (WIDE,

AXEN et PORATH, 1967 ; WIDE, 1969). D'autres supports solides ont été
utilisés : cellulose activée par le bromure de cyanogéne (BAZARAL,
ORGEL et HAMBURGER, 1971), microplaques en plastique (SMITH,
0ZKARAGOZ et GOKCEN, 1972). L'adsorption de 1'IgE et de 1'anti-IgEt
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sur des tubes de polystyréne a également été employée (SALMON, MACKEY
et FUDENBERG, 1969 ; W00D, 1970). Dans ces méthodes en phase solide,
une simple centyifugation aprés incubation permet de séparer les

fractions libre et 1iéed 1'anticorps. La radioactivité de cette der-

niére est mesurée apres lavage.

- La précipitation du complexe IgE-anti-IgE peut étre obtenue a 1'aide
d'un deuxiéme anticorps dirigé contre les immunogiobulines de 1'espéce
ayant servi & produire 1'anti-IgE (méthode du double anticorps,
GLEICH, AVERBECK et SWEDLUND, 1971). Une autre méthode, plus simple,
consiste a précipiter les complexes IgE-anti-IgE par le sulfate
d'ammonium d& 33 % de saturation. Dans ces conditions, 1'IgE non liée
reste soluble (CARSON, METZGER et BAZIN, 1975).

A cbté des méthodes radioimmunologiques, d'autres méthodes

radioisotopiques ont été décrites :

- mé&thode de radioinhibition (ISHIZAKA,K.; TOMIOKA et ISHIZAKA, 1970). Cette
technique mesure 1'inhibition par 1'IgE d'un Tliquide biologique, de la
fixation d'un Fc€ marqué a 1'1251 sur un immunoadsorbant comportant un
anti-IgEk couplé par la glutaraldéhyde.

- méthode immunoradiomé@trique qui utilise des anticorps anti-IgE radio
marqués en excés. Leur fixation sur 1'IgE est mesurée aprés élimination
de T'excés d'anti-IgE marqué non 1ié (MILES et HALES, 1968).

b) Méthodes de dosage des IgE spécifiques d'un

-------------------------------------------

oooooooo

Souvent i1 est nécessaire de connaitre non pas la concentration
totale d'IgE'mais la quantiteé d'anticorps IgE spécifiques pour un antigéne
donné. Ce type d'analyse est plus complexe. En ré&gle générale, les
techniques employées consistent a insolubiliser d'abord 1'antigéne puis
a adsorber les anticorps du sérum avec cet antigéne insolubilisé et
finalement & estimer la quantité d'IgE adsorbée sur 1'antigeéne.
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En 1965, REISMAN, ARBESMAN et YAGI indiguent une technique
d'évaluation semi-quantitative d'IgE spécifiques d'un allergéne de
pollen. Cette évaluation est fondée sur 1'intensité des arcs de preé-
cipitation (révélés a la fois par autoradicgraphie et coloration),

obtenus aprés immuno&lectrophorése. Le puits contient le sevum
allergique et la fente longitudinale 1'allergéne marqué & 7‘1311
et des anticorps anti-IgE.

Le méme principe est utilisé par ISHIZAKA, K. , ISHIZAKA et
HORNBROOK en 1967. Ces auteurs emploient une technigue de radio-
immunodiffusion en gel (double diffusion). Différentes dilutions
d'un sérum allergique sont déposées dans les puits périphériques
d'une plague de gélese ; le puits central est rempli avec un mélange

1311 et d'anti-IgE ; un antisérum de lapin

d'allergéne marqué a 1'
dirigé contre la méme préparation antigénique sert dc référence.
Cependant, la lecture est difficile ; aussi, les mémes auteurs ont
alors appliqué au dosage des IgE anticorps la technique de NEWCOIB

et ISHIZAKA (1967). Le sérum non dilué est incubé avec différentes
dilutions d'antigéne marqué, puis 1'anti-IgE mélangé a de 1'agarose

a 2 % est ajouté dans le tube. Le gel retient les complexes précipités.
Cette méthode réduit les risques de perte de précipités dus au lavage.
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En 1968, COOMBS et Coll. décrivent une méthode de dosage
des Igb spécifiques d'un allergéne, dérivée de celle décrite par
STEELE et COOMBS (1964) pour la recherche des immunoglobulines spéci-
fiques d'un antigéne donné. L'allergéne est coupléd par la benzidine
bis diazotée & des anticorps de lapin anti-Forssman préatablement
photooxydés pour éviter 1'agglutination des hématies. Les anticorps
couplés a 1'allergéne sont ensuite utilisés pour sensibiliser des
globules rouges. La sensibilité de cette méthode est équivalente a
celle de la réaction d'anaphylaxie cutanée passive ; malheureusement,
certains allergénes sont difficilement couplés aux anticorps anti-
Forssman (allergénes de pollen) ou sont altérés durant le couplage
(allergenes d'Ascaris) (BENNICH et JOHANSSON, 1971).
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Afin d'estimer spécifiquement les anticorps Igk, WIDE,
BENNICH et JOHANSSON, décrivent en 1967 une méthode de dosage radio-
immunologique dans laquelle 1'antigéne (ou 1'allergéne) est couplé
a une phase solide (radio-allergosorbent test : R.A.S.T.). Lors de 1la
premiére incubation les anticorps de type IgE, contenus dans le sérum
a doser,se combinent & 1'antigéne. Aprés lavage de la phase solide,

1251 sont additionnés. La radio-

des anticorps anti-IgE marqués a 1'
activité liée & la phase solide, aprés lavage, est proporticnnelle
a la quantité d'anticorps IgE spécifiques de 1'allergeéne.

L'allergéne peut étre couplé & des particules de Séphadex
ou de cellulose activées par le bromure de cyanogéne selon WIDE, AXEN
et PORATH (1967) ou a des disques de papier filtre de cellulose,
_&galement activés par le bromure de cyanogéne (CESKA, ERIKSSON et
VARGA, 1972). L'immunsérum de lapin est purifié sur immunoadsorbant ;
1'1251 3 forte activité spécifique (FOUCART, 1972).
La technique du R.A.S.T. présente quelques inconvénients.

il est marqué a

L'emploi de préparations antigéniques impures augmente le risque de
détection d'anticorps de réactivité croisée (BENNICH et JOHANSSON,
1971). Si la quantité d'antigéne couplé & la phase solide est insuffi-
sante, il y a sous-estimation des anticorps IgE ; c'est le cas notamment
pour les antigénes parasitaires (JOHANSSON et Coll., 1973). Une concen-
tration sérique élevée en anticorps de méme spécificité mais apparte-
nant & d'autres classes d'immunoglobulines peut interférer dans la
liaison antigéne-IgE ; enfin, des immunoglobulines peuvent s'adsorber

de facon non spécifique (STANWORTH, 1973).
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En 1971, Mc LAUGHLAN propose d'adapter la méthode du
R.I.S.T. (qui mesure la quantité d'IgE totales) & la détermination des
anticorps IgE spécifiques, en réalisant une absorption préliminaire
avec 1'allergéne couplé @ un immunoadsorbant. Cette technique évite
les inconvénients du R.A:S.T. conventionnel et permet une mesure
pondérale ou en unités 1nternationa1és de la concentration en Igt
anticorps.
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Employant cette technique, DESSAINT et Coll. (1975a, b)
mesurent pour la premiére fois la concentration d'IgE spécifiques de
parasite dans des sérums humains. Les immunoadsorbants sont réalisés,
selon la méthode décrite par AVRAMEAS et TERNYNCK (19€9) avec une
préparation antigénique de S. mansoni ou de 1'antigéne 5 spécifique
de Echinococcus granulosus. Aprés élution, les IgE spécifiques sont

dosées par méthode radioimmunologique (R.I.S.T. : PHARMACIA, Uppsala,
Sweden).

Les méthodes biologiques sont employées pour la détermination
des IgE spécifiques d'un antigéne. Elles apprécient 1'activité réaginigue
d'un sérum ou d'un Tiquide biologique. Les points communs de ces techni-
ques sont la sensibilisation d'un animal ou de certains tissus, puis le
déclenchement de la réaction anaphylactique par contact avec 1'antigéne
spécifique. Le choix des techniques possibles sera fonction de 1'espéce
animale étudiée, de la précision et de la sensibilité désirées (BINAGHI,
1973).

a) Anaphylaxie cutanée passive (PCA : Passive

------------------------------------------

Ce test, décrit initialement par CHASE en 1947, fut modifié
et amélioré par OVARY en 1958 ; cet auteur introduisit 1'emploi d'un
colorant pour faciliter la lecture des résultats. Cette technique
. consiste & injecter intradermiquement dans la peau rasée d'un animal
normal receveur, un petit volume (0,1 ml par exemple chez le rat) de
dilutions dans de 1'eau physiologique du sérum & étudier. Aprés un temps
de latence (en général de 48 & 72 heures), 1'animal recoit 1'antigéne
mélangé & une solution de bleu d'Evans par voie intraveineuse. Dans les
sites o0l une réaction anaphylactique a lieu, des modifications de 1la
perméabilité capillaire se produisent et i1 apparait alors une tache
bleue dans la zone d'injection du sérum. Le diamétre de la tache est
fonction de la quantité d'anticorps réaginiques injectés. Certains
auteurs mesurent le diamétre et quantifient les résultats en consé-
quence ; d'autres préférent indiquer la plus grande dilution capable
d'induire une réaction positive.




- 28 -

Les réagines sont des anticorps homocytotropes : on peut
les mettre en évidence par transfert cutané passif uniquement entre
individus d'une méme espéce. C'est pourquoi, dans le test de PCA,
1'animal receveur est de la méme espéce que celle fournissant le sérum
a tester. Cependant, des sensibilisations hétérologues sont possibles
dans certains cas. Ainsi, la réagine humaine peut sensibiliser le
singe (STRAUS, 1937 ; PATTERSON, 1969), 1a souris et Tle rat peuvent
étre sensibilisés avec les IgE de 1'une ou 1'autre espéce (MOTA et
Coll., 1963, ; PROUVOST-DANONet Coll., 1975). I1 s'agit de sensibili-
sation croisée entre espéces animales treés procheé.

Le terme PCA est 1imité aux tests pratiqués chez les
animaux. Chez 1'homme, i1 s'agit de la réaction de PRAUSNITZ-KUSTNER
(1921) ou PK test. Le risqué élevé de contamination, essentiellement
par le virus de 1'hépatite,a fait rejeter 1'utilisation pratique de
ce test. '

b) Techn1ques ut111sant la sens1b111sat1on

------------------------------------

-------
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Ce test est basé sur le fait que 1'utérus ou 1'intestin
gréle de cobaye, sensibilisés et maintenus en Survie, se contractent
aprés addition de 1'antigéne (DALE, 1913). L'importance de la con-
traction mesure le degré de sensibilisation et peut étre quantifiée
par comparaison avec des contractions produites par des doses connues
d'histamine. Ce procédé, appliqué par la suite aux tissus humains
(CHOPRA et Coll., 1966 ; TOLLACKSON et FRICK, 1966) ou du singe
(KOBAYASHI, GIRARD et ARBESMAN, 1967), est d'utilisation délicate.

- Sensibilisation de cellules_
11 est possible d'&tudier directement les interactions
entre les anticorps réaginiques et les cellules. Chez 1'homme, on

emploie des Teucocytes sanguins (LICHTENSTEIN et OSLER, 1964 ; OSLER,
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LICHTENSTEIN et LEDY, 1968). Aprés addition de 1'antigéne spécifique,
il y a dégranulation des basophiles et libération d'histamine qui est
mesurée par méthodes biologiques ou chimiques (SHORE, BURKHALTER et
COHN, 1959). Cette technique est cing fois moins sensible que le test
de PK (STANWORTH, 1973).

En expérimentation animale, la technique des cellules isolées
est employée surtout chez Ta souris (PROUVOST-DANON, 1968 ; VAZ et
PROUVOST-DANON, 1969) et le rat (UVNKS et THON, 1959 ; MOTA et DIAS
da SILVA, 1960). Des mastocytes sont sensibilisés par le sérum contenant
les anticorps anaphylactiques , 1'addition de 1'antigéne provoque une
dégranulation et une Tibération d'histamine et de 5-hydroxytryptamine.
L'importance de 1a réaction anaphylactique peut étre évaluée par le
calcul du pourcentage de mastocytes dégranulés cu par la mesure de 1a

quantité d'histamine ou de 5-hydroxytryptamine 1ibérée.
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I1 - PROPRIETES BIOLOGIQUES DE L'IMMUNOGLOBULINE E

La propriété biologique de 1'IgE Ta mieux connue est celle
d'anticorps -anaphylactique. L'IgE est le support de 1'activité réagi-
nique retrouvée chez de nombreuses espéces de mammiféres et respon-
sable, chez 1'homme, d'un certain nombre de manifestation pathologiques
entrant dans le cadre de 1'allergie. Dans la classification des états
allergiques de GELL et COOMBS (1968), le type I ou hypersensibilité
immédiate correspond aux états allergiques induits par 1'IgE.

Une autre propriété biologique a &té récemment mise en
évidence dans la schistosomiase expérimentale du rat (CAPRON et Coll.,
1975). L'IgE, sous forme de complexes immuns est capable de se fixer
sur le macrophage et est responsable de son activation.

Ce sont ces deux fonctions biologiques que nous étudierons
-successivement.

A - Activité réaginique de 1'IgE

L'activité réaginique de 1'IgE est Tiée a son interaction
avec sa cellule cible : le mastocyte ou le polynucléaire basophile.
Les études de 1'activité réaginique ont d'abord été réalisées par des
réactions in vivo ; il s'agit des réactions d'anaphylaxie cutanée
passive (ou de PRAUSNITZ-KGSTNER chez 1'homme). Celles-ci ont permis
de définir les propriétés essentielles des réagines :

- sensibilisation spécifique d'espéce, d'ol le nom d'anticorps homo-
cytotropes. Cependant, quelques exceptions existent si les sensi-
bilisations sont effectuées dans des espéces voisines : le singe
supérieur et 1'homme (STRAUS, 1937 ; PATTERSON, 1969), le rat et
ta souris (MOTA et Coll., 1969b; PROUVOST-DANON et Coll., 1975) ;

- thermolabilité & 56°C et sensibilité au 2-mercaptoéthanol 0,1 M.
Ces deux traitements font disparaitre 1'activité réaginique ;
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- fixation tissulaire prolongée : les réagines humaines peuvent étre
détectées dans la peau des receveurs plusieurs semaines aprés le
transfert chez 1'homme, et persistent plusieurs jours dans la
peau des primates (AUGUSTIN, 1967). |

La mise au point de systémes in vitro comportant de 1'IgE
de myélome et des cellules cibles, a permis une approche beaucoup‘plus
compléte de 1'interaction IgE-mastocyte.

La réaction d'hypersensibilité immédiate induite par
1'IgE peut étre divisée en trois étapes :

- la premiére consiste en la fixation sur le mastocyte ou le polynu-
cléaire basophile ;

- la seconde étape résulte de 1'interaction de 1'IgE avec i'antigéne
(ou allergéne) et aboutit 3 la libération de médiateurs chimiques
histamine, sérotonine, "slow reacting substance cf anaphylaxis"
(SRS-A), etc...

- la troisiéme étape correspond aux effets des médiateurs sur les
cellules cibles.

Ce sont ces trois étapes que nous étudierons successivement.

i n " r—  a  om e e e Y -

---------------------------------

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

L'inhibition de la réaction de PRAUSNITZ-KUSTNER par 1'IgE
de myélome administrée conjointeﬁent avec le sérum sensibilisant
(STANWORTH et Coll., 1967) a démontré que la protéine de myélome
exerce son effet en se fisant sur les sites récepteurs de la peau du
receveur de faconcompétitive avec les réagines responsables de la
sensibilisation. Parmi les fragments de 1'IgE ND : F(ab)'2, Fc, Fc",
(BENNICH et JOHANSSON, 1971), seul le Fc € est capable d'inhiber 1la
réaction de PRAUSNITZ-KUSTNER (STANWORTH et Coll., 1968). La fixation
sur le mastocyte est une propriété des domaines CE€ 3 et/ou CE€ 4 de
1'IgE (BENNICH et Coll., 1976).
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L'effet du chauffage & 56°C sur 1'immunoglobuline E intacte
et sur ses fragments a également établi le role du Fc dans 1'activité
réaginique (DORRINGTON et BENNICH, 1973). Les propriétés cytbtropes de
1'IgE sont également affectées par la réduction. Depuis longtemps, on
sait que le mercaptoéthano] 0,1 M abolit 1'activité réaginique. Des
études plus précises ont indiqué que 1'activité anaphylactique n'est
pas modifiée si moins de 5 des ponts disulfures labiles de la protéine
sont clivés (STANWORTH et Coll., 1970). Des expériences plus récentes
réalisées par TAKATSU, ISHIZAKA et ISHIZAKA (1975) ont distingué parmi
Tes ponts disulfures ceux qui sont nécessaires pour la sensibilisation
et ceux qui sont nécessaires pour la fixation sur le mastocyte : la
coupure de 4 ponts disulfures (ceux entre les chaines Tourdes et
légéres, et ceux situés dans le domaine C € 1) diminue significativement
la possibilité de sensibilisation mastocytaire ; mais le Fc€ issu
d'une telle molécule conserve toute sa capacité de fixation. Par ailleurs,
1'1gE ainsi réduite garde intacte sa capacité de blocage de la sensi- '
bilisation des cellules cibles. Le clivage d'un cinquiéme pont disul-
fure fait disparaftre totalement & la fois 1'activité de fixation et
1'activité de sensibilisation.

b) Récepteurs pour 1'IgE
Les premiéres é%ﬁaéé.&é.%%iéfiéﬁ.éé.]'IgE ont été entreprises
avec des polynucléaires basophiles humains et de 1'IgE de myélome
(ISHIZAKA, K., TOMIOKA et ISHIZAKA, 1970 ; ISHIZAKA, T., ISHIZAKA et
TOMIOKA, 1972).
Par la suite, les recherches se sont orientées vers le

systéme du rat, et ceci pour plusieurs raisons :

- la purification de mastocytes de rats est plus aisée que celle de
basophiles humains (BACH et BRASHLER, 1973b);

- une lignée de cellules de leucémie basophile de rat a &té découverte
par ECCLESTON et Coll. en 1973 et sa mise en culture réalisée ;

- des paraprotéines IgE sont disponibles chez le rat depuis 1la
découverte d'immunocytomes du rat LOU par BAZIN et Coll. (1974).
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Nombre de récepteur

...... Le'némére de molécules d'IgE présentes sur les basophiles

3 par cellule.

de sujets humains normaux est de 1'ordre de 103 a 4.10
Les basophiles dans ces conditions ne sont pas saturés. Le nombre
total de récepteurs est de 40 a 100.103 par cellule (ISHIZAKA, T.,SOTO
et ISHIZAKA, 1973). Les mesures réalisées avec les mastocytes de rats
normaux (CONRAD et Coll., 1975) et Tles cellules de leucémie basophile
de rats (KULCZYCKI et METZGER, 1974 ; CONRAD et Coll., 1975) donnent
des valeurs p1usAé]evées : 300.103 pour les mastocytes normaux,
600 a 1000.103 pour les cellules de leucémie basophile.

Cependant, le diamétre des mastocytes de rat est environ
2 & 3 fois celui des basophiles humains ; de ce fait, on peut consi-
dérer que la densité de récepteurs par unité de surface cellulaire

est sensiblement 1a méme dans les cellules humaines et de rat.

Etude de fixation _

ST La.f{xation de 1'IgE sur le mastocyte ou le polynuciéaire
basophile est un phénoméne réversible. La constante d'asscciation est

de 1'ordre de 109/mo1e aussi bien pour 1'IgE humaine et les polynucléai-
res basophiles humains (0,5 a 1,3.109/m01e - ISHIZAKA, T., SOTO et
ISHIZAKA, 1973) que chez le rat pour 1'IgE et les mastocytes normaux

(1 a 1,5.109/m01e - CONRAD et Coll., 1975) ou les cellules de leucémie
basophiles (6.109/m01e - KULCZYCKI et METZGER, 1974). L'association

de 1'IgE varie de facon linéaire en fonction de la température. L'IgE

fixée sur le mastocyte ou le basophile ' peut en étre dissociée trés
rapidement a pH acide : le traitement, 5 minutes & pH 4,0 et & 0°C,

fait disparaitre toute 1'IgE fixée sur les basophiles humains (ISHIZAKA, T.
et ISHIZAKA, 1974). Des résultats similaires ont été observés chez le .
rat (KULCZYCKI et METZGER, 1974). Les récepteurs pour 1'IgE ne sont

pas altérés par ce traitement et gardent intacte leur capacité de

fixation. Les ions calcium ou magnésium, avec 1'EDTA, produisent une
réduction trés nette de la capacité de fixation (KULCZYCKI et METZGER,
1974). Enfin, la fixation de 1'IgE de rat sur les cellules de leucémie
basophile est inhibée par des complexes immuns comportant de 1'IgGa,

mais n'est pas inhibée par 1'IgGa monomére (HALPER et METZGER, 1976).
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La répartition des récepteurs pour 1'IgE sur Te mastocyte
ou le polynucléaire basophile peut étre appréciée tout d'abord en
incubant la cellule avec de 1'IgE radio-marquée ou rendue fluorescente.
L'IgE est distribuée de facon diffuse sur la surface cellulaire
(ISHIZAKA, T., 1976 ; MENDOZA et METZGER, 1976 ; SCHLESSINGER et Coll.,
1976). L'addition d'anti-IgE divalent induit une redistribution de
1'IgE & la surface : les molécules se regroupent en amas ou "patches™
puis si la concentration en anti-IgE est augmentée, les molécules se
regroupent a un pdle de la cellule (phénoméne de "capping") (BECKER
et Coll., 1973). Un Fab anti-IgE n'induit pas de redistribution de
1'immunoglobuline fixée (ISHIZAKA,K. et ISHIZAKA, 1969). Les mouvements
de 1'IgE résultent de mouvements des récepteurs situés & la surface de
la cellule et auxquels T'IgE est 1iée (ISHIZAKA, T. et ISHIZAKA, 1975 ;
ISHIZAKA, T., 1976). Les récepteurs pour 1'IgE des basophiles humains
seraient soit multivalents, soit associés en groupe (ISHIZAKA, T. et
ISHIZAKA, 1975 ; ISHIZAKA, T., 1976). Des résultats totalement différents
ont été obtenus chez les mastocytes et les cellules de leucémie baso-
phile du rat. En effet, les expériences récentes de MENDOZA et METZGER
(1976) et de SCHLESSINGER et Coll. (1976) suggérent que le récepteur
de 1'IgE est monovalent. Ces expériences ont par ailleurs montré :

1) que 50 & 80 % des complexes IgE-récepteurs sont mobiles sur la
surface cellulaire ;

2) que cette mobilité est abolie lorsqu'un antisérum anti-IgE induit
la formation de "patches" ;

3) qu'il existe trés vraisemblablement une interaction entre le
récepteur de 1'IgE et certaines formations intracellulaires, en
particulier les microfi]éments.

Nature du récepteur de 1'IgE

. éAéH.eé éRASHLER (1973a) ont montré que le traitement des
mastocytes de rat par la neuraminidase inhibe la libération d'histamine
médiée par 1'IgE, alors que la phospholipase C est inactive. Ceci

suggérait que le récepteur de 1'IgE était de nature glycoprotéique.
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L'IgE est capable de se fixer sur des particules subcellu-
laires obtenues par traitement du mastocyte soit par les ultra sons
(BACH et BRASHLER, 1973b ; BACH et BRASHLER, 1976 ; KONIG et ISHIZAKA,
1976), soit par un détergent, Te Nonidet P-40 (CONRAD, BERCZI et
FROESE, 1976). La fixation est abolie par 1'ion calcium, et serait
plus importante a un pH inférieur & 5,0 (BACH et BRASHLER, 1976).
L'IgGa est incapable de se fixer sur les particules obtenues par
traitement au Nonidet P-40 (HALPER et METZGER, 1976). A partir de par-
ticules subcellulaires de mastocytes ou de cellules de leucémie baso-
phile de rat, un complexe IgE-récepteur a pu étre isolé. Son poids
moléculaire est de 350.000 & 500.000 daltons (CONRAD, BERCZI et FROEZE,
1976). Le récepteur pour 1'IgE a été caractérisé récemment (CONRAD
et FROESE, 1976 ; KULCZYCKI, Mc NEARNEY et PARKER, 1976). I1 s'agit
d'une glycoprotéine de poids moléculaire de 1'ordre de 5C.000 daltons,
. comportant des hexosamines et de 1'acide sialique, détruite complétement
par la pronase et la pepsine, et partiellement par Ta trypsine.

- - - -

La premiére étape de 1'activation mastocytaire consiste
en une modification conformationnelle,de la molécule d'IgE fixée
a la surface cellulaire par son Fc€ . Ce changement de conformation
est induit par la combinaison de 1'IgE avec son antigéne ou allergéne.
Les complexes IgE-allergéne doivent étre en 1é&ger excés d'antigéne
(Ag3Ac2) pour que T'activation mastocytaire ait lieu (ISHIZAKA, K. et
ISHIZAKA, 1968b).L'allergéne doit étre au moins bivalent (LEVINE,
1965) permettant la liaison entre deux molécules d'IgE adjacentes.
La taille moléculaire doit également jouer un rdle important, car la
plupart des allergénes ont des poids moléculaires du méme ordre, soit
30.000 & 40.000 daltons (STANWORTH, 1973). Les modifications de
conformation de 1'IgE peuvent également étre induites par des anti-
sérums anti-IgE ("Reversed PCA", ISHIZAKA, K. et ISHIZAKA, 1968a) méme
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~s'ils sont réduits et alkylés (ISHIZAKA, K. et ISHIZAKA, 1969). Elles
peuvent &tre produites par des F(ab)'2 anti-€ alors que les F(ab)'
sont inactifs (ISHIZAKA, K. et ISHIZAKA, 1969) indiquant donc ia néces-
sité d'un caractére bivalent pour 1'activation.

La redistribution des récepteurs a la surface cellulaire
est une seconde &tape importante de 1'activation mastocytaire. Con-
trairement & ce qui est observé pour 1'activation lymphocytaire, la
formation d'amas ou "patches" et la migration des récepteurs a un
pdle ("capping"), n'est pas responsable de 1'activation, mais a
1'inverse 1'inhibe (BECKER et Coll., 1973 ; MAGRO et ALEXANDER, 1974 ;
LAWSON et Coll., 1975). La distribution favorable serait une réparti-
tion diffuse des récepteurs (METZGER, 1976), ou plutdét la formation
de microagrégats (SCHLESSINGER et Coll., 1976). Les mécanismes de
transmission du signal activateur & 1'intérieur de la cellule et
les étapes intracellulaires aboutissant & la 1ibération des médiateurs
sont encore mal connus. Les jons calcium et la formation d'énergie
par 1'ATP (en provenance"essentie]]ement du métabolisme glucidique)
sont indispensables (UVNAS, 1976). Cependant, les mécanismes d'action
du calcium ne sont pas clairement établis. Le rdle de systémes enzy-
matiques dans ]e§ étapes initiales de 1'activation a été évoqué :
phospholipase (HdGBERG et UVNAS, 1957 ; MONGAR et SCHILD, 1962),
estérase a sérine membranaire (AUSTEN et VALENTINE, 1968 ; RANADIVE
et COCHRANE, 1971). Le roOle effecteur et/ou modulateur des nucléotides
cycliques a été démontré. Contrairement & ce qui est observé pour les
autres cellules secrétoires, 1'accroissement de la concentration
intracellulaire en AMP cyclique inhibe la Tibération d'histamine par
le mastocyte (BOURNE, LICHTENSTEIN et MELMON, 1972). L'augmentation
de la concentration en GMP cyclique a un effet inverse (KALINER,
ORANGE et AUSTEN, 1972). Les nucléotiques cycliques agissent sur
des protéines kinases (AMPc ou GMPc dépendantes) situ€es sur la
membrane mastocytaire et capable de phosphoryler des composants
membranaires (FREDHOLM et UVNKS, 1976). I1 existe par ailleurs
une substance capable d'inhiber la protéine kinase AMP cyclique dépen-
dante et d'activer 1a protéine kinase GMP cyclique dépendante
(FREDHOLM et UVNAS, 1976).
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Parmi les médiateurs chimiques 1ibérés par activation du
mastocyte, on peut distinguer : - ceux qui préexistent a 1'activation
et sont stockés dans des granules : histamine, héparine, kallicréine,
facteur chémotactique pour 1'éosinophile (ECF-A), facteur chémotactique
pour le neutrophile (NCF-A) ; '

- ceux qui sont synthétisés de novo
aprés activation : "slow reacting substance of anaphylaxis" (SRS-A) et
facteur d'agrégation plaquettaire (PAF). )

Les propriétés chimiques de ces médiateurs sont résumées
dans le tableau II.

Lthistamine est associée dans des granules intracellulaires
a de 1'héparine et & un peptide basique (UVNKS, 1971). Lors de l'activa-
tion cellulaire, les granules se fusionnent avec la membrane ce]iulaire,
et déversent leur contenu dans le milieu extracellulaire (BLOOM et
HAEGERMARK, 1965 ; LAGUNOFF, 1973 ; LAWSON et Coll., 1976). Ce processus
d'exocytose est dépendant du calcium (FOREMAN et MONGAR, 1972). lLa
kallicréine, le facteur chémotactique pour 1'@osinophile, sont vraisem-
blablement stockés dans des granules distincts de ceux contenant 1'his-
tamine (LICHTENSTEIN, 1976).

La 1ibération de la SRS-A et du facteur d'agrégation pla-
quettaire s'effectue de fagon retardée par rapport aux médiateurs pré-
formés tels que 1'histamine. Elle se poursuit alors que la libération
de ces derniers est terminée (LEWIS, WASSERMAN et GOETZL, 1974).

L'action des médiateurs 1ibérés par activation mastocytaire
est résumée dans le tableau III. Un certain nombre de ces effets permet-
tent de comprendre que 1'activation de la cellule mastocytaire par les
complexes IgE-antigéne a pour conséquence de recruter des protéines et
des cellules en provenance de la circulation pour assurer une défense
locale vis-a-vis d'un agent étranger (AUSTEN, WASSERMAN et GOETZL,
1976). 11 s'agit de : ‘
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NATURE DU
MEDIATEUR CARACTERES STRUCTURAUX
P B imidazolyl éthyla-
HISTAMINE .
mine
R Poids moléculaire:111
E EOSINOPHII. CHEMOTACTIC| Tétrapeptides de carac-
FACTOR OF ANAPHYLAXIS| tére hydrophobe et
F acide (val-Gly-Ser-Glu
(ECF-A) et Ala-Gly-Ser-Glu)
0 Poids moléculaire :
360 - 390
R
NEUTROPHIL CHEMOTACTIC| Protéine de poids molé-
M FACTOR (NCF) culaire supérieur a
’ 160.000
‘B
Mucopolysaccharide
S HEPARINE acide
Poids moléculaire
environ 1 million
NON SLOW ~REACTING corectire hydrophile
P SUBSTANCE OF e aige 3
R ANAPHYLAXIS (SRS-A) :
E Poids moléculaire : 400
F
0
R PLATELET-
- ACTIVATING FACTOR Molécule de nature
E lipidique.
S (PAT)
Poids moléculaire :
300 - 500.
TABLEAU IT PROPRIETES PHYSICOCHIMIQUES DES MEDIATEURS

CHIMIQUES DE L'HYPERSENSIBILITE IMMEDIATE
(d'aprés AUSTEN, WASSERMAN et GOETZL, 1976) .




]
w
W

t

HISTA-
MINE

- Accroissement de la permé&abilité& vasculaire
- Augmentation de 1'AMP cyclique intra cellulaire

~ Inhibition de la libération des médiateurs par
le basophile (homme)

- Inhibition de la réaction de PCA (lapin)

- Inhibition de la phagocytose et de la chemo-
taxie du neutrophile {(homme)

-~ Inhibition de la libération d'enzymes lysoso-
miaux par le neutrophile (homme)

= Inhibition de la chemotaxie de l'éosinophile
(hautes doses) (homme)

~ Augmentation de la migration de 1l'éosinophile

- Inhibition de la cytotoxicité des cellules T
(souris)

~ Inhibition de la production du MIF (cobaye)

~ Inhibition de la réaction cutanée retardée
(cobaye)

~ Inhibition de la production et de la sé&crétion
des anticorps (souris)

~ Facilitation de la glomérulonéphrite immune
(lapin)
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(HEPARINE : - Action anticoagulante
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- Accroissement de la perméabilité vasculaire

)

. )

( SRS-A : | ;
( . - Contraction des bronchioles (homme) )
T ;T )
( PAF : - Agrégation plaquettaire )
( . . . )
( . - Libération de sérotonine plaquettaire )

TABLEAU III : ACTIONS DES MEDIATEURS MASTOCYTAIRES (d'aprés
AUSTEN, WASSERMAN et GOETZL, 1976 et
LICHTENSTEIN, 1976).
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- 1'augmentation de la perméabilité vasculaire grdce & 1'histamine,
la sérotonine, la SRS-A et secondairement, grace a 1'action du PAF
sur les plaquettes ;

- les modifications de la coagulation par 1'héparine et le PAF ;

- 1'attraction des éosinophiles par 1'ECF-A et des neutrophiles
par le NCF-A.

L'histamine exerce elle-méme un rétro-contrdle sur 1'ac-
tivation mastocytaire, par interaction avec un récepteur de la membrane
cellulaire (récepteur H2), qui a pour effet une augmentation de 1'AMPC
intracellulaire. L'histamine posséde par ailleurs une action sur de
nombreuses cellules cibles : le lymphocyte T, le polynucléaire neutro-
phile, le macrophage. Ces effets s'exercent par 1'intermédiaire d'un
récepteur H2 similaire & celui du mastocyte. L'ensemble de ces actions
semble indiquer que 1'histamine exerce un role régulateur important
dans le contrdle des réactions inflammatoires. Les prostaglandines
formées secondairement & 1'activation mastocytaire pourraient avoir
Te méme rdle régulateur (STRANDBERG, 1976).'11 apparait que la réponse
précoce 3 un agent étranger, caractérisée par une libération de média-
teurs induite par 1'IgE contrdle & la fois le développement de la
réponse inflammatoire et le développement de la réponse immune a cet

agent (LICHTENSTEIN, 1976).

La régulation de la réponse mastocytaire initiée par les
complexes IgE - antigéne semble s'effectuer par plusieurs mécanismes :

- des mécanismes humoraux ol interviennent 1'histamine et les prosta-
glandines

* 1'histamine exerce un effet de rétrocontrdle sur 1'activation
mastocytaire par 1'intermédiaire d'un récepteur cellulaire
(récepteur H2) ;

* les prostaglandines, dont le taux s'éléve secondairement a la
libération des médiateurs mastocytaires, auraient pour réle
d'inhiber 1a Tibération ultérieure de ces médiateurs (STRANDBERG,
1976)
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- des mécanismes cellulaires ol intervient au premier plan le poly-
nucléaire éosinophile. En effet, celui-ci posséde un équipement
enzymatique (histaminase, phospholipase D -inactivant le PAF- et
aryl sulfatase B -inactivant la SRS-A-) capable d'inactiver un
certain nombre de médiateurs mastocytaires. Par ailleurs, un inhi-
biteur de la libération d'histamine est produit par 1'éosinophile.
Cet "Eosinophil Derived Inhibitor" (EDI) (HUBSCHER, 1975a) serait
1ibéré sous 1'action de complexés IgE-allergéne, agirait en augmen-
tant la concentration en AMP cyclique de la cellule mastocytaire.
I1 serait en fait un mélange de prostaglandines E1 et E2 (HUBSCHER,
1975b).

En définitive, 1'activation mastocytaire par 1'IgE appa-
rait comme un &lément essentiel de la réponse 1nf1ammatoire'permettant
une défense locale de 1'hdte, et pourrait éga]ément jouer un role
régulateur sur la réponse immune, ceci &tant évoqué par les effets
multiples de 1'histamine.

Les phénoménes allergiques seraient 1'exagération d'un
processus physiologique. " -

B - IgE et activation macrophagique

La découverte pour 1'IgE d'une cellule cible distincte
du mastocyte résulte des travaux kéa]isés dans la schistosomiase expé-
rimentale du rat (CAPRON et Coll., 1975). L"incubation de macrophages
péritonéaux de rats normaux avec du sérum de rats infestés par
S. mansoni induit une adhérence et une cytotoxicité trés importante des
macrophages vis-a-vis de schistosomules de §;_mansoni; L'implication
de 1'IgE dans ces phénoménes a été apportée par les résultats suivants :
- 1e.chauffage du sérum abolit 1'activation macrophagique ; celle-ci
n'est pas restaurée par addition du complément ;
- 1}absorption du sérum (en phase liquide ou en phase solide) par des
qbantités croissantes d'anti-sérum ou de F (ab)'2 anti-¢€ , entraine
une diminution significative de 1'adhérence et de 1a cytotoxicité.
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Les IgE responsables des phé&noménes observés sont des
IgE spécifiques du parasite : 1'utilisation d'IgE de myélome ou d'IgE
de spécificités différentes, n'a aucun effet activateur alors que
1'absorption du sérum par de 1'antigéne soluble de S. mansoni réduit
trés fortement 1'adhérence et la cytotoxicité macrophagiques (CAPRON
et Coll., 1975 -~ 1976b).

Les IgE présentes dans le sZrum, sont sous forme d'immuns
complexes avec des a]]ergénés circulants. Deux allergénes différents
ont &té détectés chez le rat infesté depuis 42 jours. Les immuns com-
plexes sont nécessaires pour 1'activation macrophagique ; en effet,
1'absorption du sérum par un antisérum anti-S. mansoni réduit les
phénoménes d'adhérence et de cytotoxicité. La composition de ces
immuns comp1éxes a 8té étudiée en examinant la dégranulation de cellules
mastocytaires normales avec le sérum de rat immun sans addition d'anti-
géne de S. mansoni. Dans ces conditions, aucune dégranulation n'est
observée. L'addition d'antigéne de S. mansoni permet d'obtenir une
dégranulation mastocytaire. Ces expériences indiquent que les com-
plexes & IgE contenus dans le sérum de rat infesté depuis 42 jours,
sont en excés d'anticorps. Cette situation est différente de celle
observée lors de 1'activation mastocytaire ol les immuns complexes
sont en 1éger excés d'antigéne (CAPRON et Coll., 1976b - 1977a).

L'incubation de macrophages dans le sérum de rat immun
sfaccompagne dfune augmentation marquée de 1'activité de la B glycu-
ronidase lysosomiale et de la leucine aminopeptidase cytoplasmique ;
en méme temps, une augmentation du contenu protéique est notée. Lorsque
le sérum immun est chauffé ou préalablement absorbé par de 1'anti-IgE,
1'activité enzymatique et le contenu protéique ne sont pas augmentés
(JOSEPH, 1976). La mesure directe de 1'exocytose enzymatique des macro-
phages, incubés dans le sérum de rat immun, n'est pas possible du fait
de la teneur élevée en enzymes des parasites. Cependant, lorsque de
1'antigéne de schistosome est ajouté au milieu d'étude, le taux des
enzymes intracellulaires diminue suggérant 1'exocytose de la B gly.-
curonidase. Ces mesures d'activité enzymatique montrent que les
complexes  a IgE fixés aux macrophages augmentent 1'activité enzy-
métique lysosomiale et qu'en présence d'une quantité supplémentaire
d'antigénes apportés par la cible, 1'exocytose enzymatique intervient
probablement (CAPRON et Coll., 1977a).
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La fixation de 1'IgE aux macrophages de rat a &té étudiée
a 1'aide d'IgE marquée & la peroxydase. Des expériences ont été réalisées
avec de 1'IgE de rat non agrégée ou agrégée par la benzidine bis dia-
zotée. Lorsque 1'incubation a lieu & 37°C, les IgE agrégées ou non se
fixent & l1a membrane des macrophages, dans des conditions ou 1'endocytose
est négligeable. Par contre, seules, les IgE agrégées se fixent aux
macrophages & 4°C (CAPRON et Coll., 1977b).A 1'aide d'IgE de rat non

1251, les mémes auteurs ont montré que le maximum

agrégées, marquées a 1'
de Tiaison & 37°C apparait en 10 minutes dans des proportions de 150.000
molécules par cellule ; la liaison de 1'IgE diminue ensuite lentement

de 7.000 - molécules environ par minute. Ceci explique une des caractéris-
tiques du modéle qui requiert la présence constante d'immuns complexes

a IgE pour 1'activation macrophagique (CAPRON et Coll., 1977b).

Des expériences récentes ont démontré 1'existence d'une
activation et d'une cytotoxicité, induites par des comnrlexes a IgE, des
monocytes humains et de babouin et des macrophages péritonéaux de babouin.
En effet, des sérums de malades et de singes infectés sont capables
d'induire une adhérence et une cytotoxicité des monocytes et macrophages
normaux contre des schistosomules de S. mansoni. Comme chez le rat,
le facteur sérique impliqué est labile & la chaleur, indépendant du

complément et contient de 1'IgE spécifique de S. mansoni (JOSEPH et
Coll., 1977b).
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IIT - PRODUCTION DE L'IMMUNOGLOBULINE E DANS LES HELMINTHIASES

A - Généralités

L'existence de phénoménes d'hypersensibilité immédiate
au cours des helminthiases est connue deﬁuis longtemps. En 1911, CASONI
proposait pour le diagnostic de ces affections parasitaires, 1'utilisa-
tion de la réponse cutanée immédiate a 1'injection d'extraits du para-
site. ‘ '
. Les anticorps réaginiques dirigés contre les antigénes
de 1'Helminthe ont été mis en évidence chez 1'homme (ANDREWS, 1962 ;
BLOCH, 1967) et chez 1'animal : le rat, le singe et le mouton (OGILVIE,
1964), le Tapin (HOGARTH-SCOTT, 1967a; SADUN, MOTA et GORE, 1968),
la souris (MOTA et Coll., 1969a),le cobaye (CATTY, 1969). Les trois
classes majeures d'Helminthes : Nématodes, Trématodes et Cestodes,
induisent la production de réagines. La réponse réaginique des sujets
infestés est sollicitée par la présence de molécules d'allergéne pro-
duites par 1'Helminthe. Cependant, la présence de ces derniéres ne
suffit pas a expliquer 1'importance de la réponse réaginique au cours
des helminthiases. En effet, 1‘'infection parasitaire induit une
production de réagines anti-parasite beaucoup plus importante que 1'in-
jection d'extraits parasitaires ou d'allergénes purifiés. De plus, une
réponse anamnestique suit la réinfection, ce qui n'est pas le cas en
général pour les injections d'extraits parasitaires. C'est ainsi que
des réponses anamnestiques peuvent étre.obtenues aprés cing infec-
tions par le Nématode N. brasiliensis (OGILVIE et JONES, 1969). Des
animaux immunisés par un extrait parasitaire puis infestés, peuvent

dans certains cas donner une réponse anamnestique.

Les helminthiases se caractérisent &galement par la
présence de taux élevés d'IgE sériques. Ces taux représentent plusieurs
fois le taux normal des IgE chez 1'homme, et cette augmentation des
IgE a été mise en évidence dans de nombreuses infections parasitaires ;
parmi les infections par Nématodes : 1'ascaridiose (JOHANSSON, MELLBIN
et VAHLQUIST, 1968), 1'anky1o§tomiase (BENNICH et JOHANSSON, 1971 ;
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ITO, SAWADA et SATO, 1972 ; KOJIMA, YOKOGAWA et TADA, 1972), 1'oxyurose
(JARRETT et KERR, 1973), la filariose (CAPPUCINELLI et Coll., 1971 ;
ITO, SAWADA et SATO, 1972) ; parmi les infections par Trématodes :
la distomatose & Fasciola hepatica (KOJIMA, YOGOGAWA et TADA, 1972),
la bilharziose a4 S. japonicum (KOJIMA, YOKOGAWA et TADA, 1972), a
S. mansoni (KELLERMEYER et Coll., 1973), & S. haematobium (WILKINS
et BROWN, 1973) ; parmi les infections par Cestodes : 1'échinococcose
(HULDT, JOHANSSON et LANTTO, 1973). Chez le rat, 1'augmentation des
IgE sériques a été mise en évidence au cours de 1'infection par
N. brasiliensis (JARRETT et BAZIN, 1974 ; CARSON, METZGER et BLOCH,
1975) et au cours de 1'infection par Trichinella spiralis (PERRUDET-
BADOUX, BINAGHI et BOUSSAC-ARON, 1976).

Les taux élevés d'IgE résultent pour une grande part de
la potentialisation de réponseé IgE préexistantes ; et les anticorps

IgE dirigés contre le parasite ne représentent en fait qu'une faible
bart des IgE totales. |

| Nous envisagerons essentiellement deux &léments de la
réponse IgE au cours des helminthiases :

- les caractéres des allergénes responsables des réponses réaginiques
dirigées contre 1'Helminthe ;

- les caractéres de la potentialisation de 1a réponse IgE, responsable
en grande partie des taux élevés d'IgE sériques, ainsi que les
relations existant entre le taux des IgE totales et celui des anti-
corps IgE présents dans le sérum.

B - Les allergénes d'Helminthes
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Avant d'aborder 1'étude des allergénes d'Helminthes, nous
verrons quels sont les aspects structuraux qui ont pu étre dégagés de
1'analyse des allergénes responsables des manifestations allergiques
chez 1'homme (BERRENS, 1971a:; STANWORTH, 1973 ; MARSH, 1975 ; AAS,
1976 ; KING, 1976). Ces allergénes sont trés nombreux et d'origines
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trés diverses : allergénes de pollen, de poils d'animaux, de poussiére
de maison et de mites ; allergénes alimentaires, essentiellement les
allergénes d'oeufs ; allergénes de venin d'abeille. Beaucoup d'aller-
génes purifiés ont pu étre obtenus, et la structure covalente de cer-
tains d'entre eux est connue : allergéne de pollen Rab, allergéne M

de la morue, P lactoglobuline, sérumalbumine bovine, phospholipase

de venin d'abeille et mélitine. Certains sont des allergénes dits
majeurs, c'est-a-dire auxquels la majorité (p1u$ de 90 %) des sujets
allergiques est sensible ; d'autres sont dits mineurs, la proportion
de sujets sensibles étant de 10 a 50 % (KING, 1976).

La premiére caractéristique des allergénes est qu'il
s'agit toujours de protéines globulaires, parfois de gTycoproté%nes
(AAS, 1976 ; KING, 1976). Le second trait commun réside dans leur taille
moléculaire ; elle se situe dans une zone relativement étroite (10.000
d 40.000 daltons). Seuls les allergénes mineurs différent de cette
zone ; leur poids moléculaire est soit plus élevé (68:000 pour la
sérumalbumine bovine), soit plus bas (2.800 pour 1'allergéne de venin
d'abeille). Cette taille moléculaire a été'considérée comme nécessaire
pour permettre le pontage de deux molécules d'IgE & la surface du mas-
tocyte, étape initiale de 1'activation mastocytaire. Cependant, le
pontage des molécules d'IgE dépend plus vraisemblablement du nombre
et de la distribution des déterminants allergéniques a la surface de la
molécule, que de la taille moléculaire proprement dite (AAS, 1976).

Une autre raison expliquant la taille moléculaire relativement faible

des allergénes réside dans le fait que ceux-ci sont le plus souvent
absorbés soit par inhalation, soit par -ingestion, et doivent donc traverser
les muqueuses gastro—inteétina]e ou respiratoire. La taille limite '
serait celle de la sérumalbumine (68.000 daltons).

L'immunogénicité des allergénes dépend vraisemblablement
comme pour d'éutres protéines, de leur taille moléculaire, de leur
degré d'éloignement phylogénétique par rapport & 1'héte, et de 1'apti-
tude génétique de celui-ci & répondre & 1'antigéne. Ceci expliquerait
pourquoi les protéines de faible poids moléculaire (inférieur &
10.000), qui sont de faibles immunogénes, sont rarement des allergénes.
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Par ailleurs, des protéines provenant d'espéces trés éloignées de
1'homme sont en général de meilleurs a]iergénes, que celles provenant
d'espéces proches. La taille moléculaire critique des allergénes de
10.000 3 40.000 daltons, résulterait d'un compromis entre 1'immunogé-
nicité et la possibilité de traverser les muqueuses. V

La plupart des allergénes majeurs ont des points isoélec-
triques voisins (4 & 6). Ce sont des molécules de caractére acide,
alors que les allergénes mineurs sont des molécules de caractére basi-
que (KING, 1976). 11 existe cependant des exceptions & cette régle
par exemple, la phospholipase de venin d'abeille dont le point iso-
8lectrique est de 9 est un allergéne majeur. Plusieurs formes molécu-
Taires du méme allergéne sont trés souvent présentes dans un extrait
allergénique. C'est ainsi que JOHNSON et MARSH (1966) ont mis en évi-
dence deux allergénes de méme activité, identiques quant a leur carac-
tére antigénique, leur poids moléculaire, leur composition en acides
aminés et en sucres, et qui différent seulement par leur charge élec-
trique, et leur contenu en groupementé amides. La dénomination d'iso-
allergénes est appliquée a de telles molécules.

De nombreux allergénes présentent une résistance impor-
tante & la dénaturation chimique (chaleur, urée, modifications de pH,
etc...),et a la protéolyse enzymatique, mais ceci n'est pas une régle
générale (AAS, 1976). Les différences de comportement a la dénatura-
tion seraient liées & des différences de structure des allergénes ;
ceux qui y sont sensibles sont des molécules formées de plusieurs
sous-unités, comme 1'antigéne E (KING, NORMAN et TAO, 1974), alors
que ceux qui sont résistants sont formés d'une seule chaine polypep-
tidique et présentent un contenu important en hélice < (AAS, 1976).
BERRENS (1971b)a considéré que 1'une des caractéristiques des aller-
génes réside en la présence de liaisons N-glycosidiques. Cependant,
ceci n'a pas été varifié chez un certain nombre d'allergénes. De
méme, 1'hypothése de STANWORTH (1973) selon laguelle toutes les molé-
cules d'allergénes sont des molécules dimériques n'a pas été vérifiée.
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L'examen de la structure des allergénes,dont la séquence
a été déterminée, ne montre pas de caractéristiques tout a fait
inhabituelles. La mélitine seule présente une distribution particu-
liére des résidus d'acides aminés hydrophiles et hydrophobes. Cepen-
dant, 1'analyse de 1'allergéne M de Ta morue révéle 1'existence de
séquences qui pourraient représenter des déterminants allergéniques
répétitifs ; ces déterminants ont en commun la succession de deux
résidus a caractére acide (ASp-G]u ou Asp-Asp), séparés d'un résidu
de lysine par un acide aminé dont la nature n'aurait pas d'importance
(AAS, 1976). Ces déterminants correspondent & une petite partie de
Ta séquence de la molécule. Ceci expliquerait pourquoi 1'activité aller-
génique est relativement conservée aprés dénaturation, et pourquoi des
petits fragments de la molécule conservent 1'activité allergénique.
Cependant, la présence de déterminants séquehtie]s porteurs de 1'acti-
vité allergénique n'est certainement pas une régle générale. En effet,
la destruction de 1'activité allergénique de certains allergénes comme
1'antigéne E de pollen, soit par dénaturation, soit par protéolyse
limitée, indique que dans ce cas, des déterminants conformationnels
sont impliqués (KING, 1976).

Les 3 classes majeures d'Helminthes : Cestodes, Trématodes
et Nématodes, stimulent laproduction des réagines bien qu'elles diffé-
rent sur le plan morphologique et sur le plan métabolique.

a)Allergénes de Nématodes

-----------------------

Parmi les Nématodes, les allergénes d'Ascaris suum ont

été certainement les plus étudiés. L'ascaris est en effet un parasite
hautement allergénique, etpéutétre obtenu relativement facilement en
grandes quantités. HOGARTH-SCOTT (1967b)a mis en évidence dans le
liquide d'ascaris, des composants allergéniques dont le poids molécu-
laire est compris entre 10.000 et 50.000. Par électrofocalisation,

2 ou 3 allergénes sont mis en évidence dans le liquide d'ascaris
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(HOGARTH-SCOTT et O'DONNEL, 1974). Deux fractions allergéniques A et B
ont été séparées d'un extrait total de vers adultes par filtration sur
Séphadex (AMBLER et Coll., 1972). Seule 1'une des deux, (fraction B),
est capable d'induire une réaction d'anaphylaxie cutanée passive chez
des rats infestés par les oeufs d'ascaris. Outre ces allergénes, 1'un
propre & 1'adulte (A) et 1'autre commun a 1'adulte et & la forme
larvaire (B), un ou plusieurs autres allergénes sont présents dans
1'extrait de ver adulte. L'aT]ergéne A est présent sous forme de deux
composants, 1%un de poids moléculaire 36.000 - 42.000, 1'autre de poids
moléculaire 17.000 - 21.000 (Al). L'allergéne B posséde un poids mole-
culaire de 36.000 & 42.000. L'allergéne Al a été purifié (AMBLER et
Coll., 1973) et son poids moléculaire déterminé avec précision

(14.000 200 daltons). Son point isoélectrique est de 5,0 a 5,2. Il
contient 1 % de glucose et 0,5 % d'hexosamines. Cet allergéne présente
un pourcentage d'hélice < important (pius de 50 %) qui serait respon-
sable de sa grande résistance a la dénaturation chimique et a la pro-
téolyse enzymatique (AMBLER, MILLER et ORR, 1974). HUSSAIN, BRADBURY
et STREJAN (1973) ont isolé de 1'extrait d' A, suum, un allergéne
(Asc-1) de poids moléculaire 17.000, de point isoélectrique 4,8 a 5,0
et contenant 8,6 % de glucides. Cet allergéne est composé de deux

sous unités de poids moléculaire identique. I1 est riche en acides
aspartique, glutamique et en lysine ; i1 est capable d'induire la pro-
851070 tg de cet
antigéne est capable d'induire une réaction de PCA positive chez des

duction d'anticorps réaginiques ;une dose de 10~

animaux passivement sensibilisés. L'antigéne Asc-1 existe également sous
une forme moléculaire de 30.000 a 40.000 daltons (HUSSAIN, STREJAN

et CAMPBELL, 1972) ; 1'existence d'une combinaison de 1'allergéne Asc-l
avec une protéine porteuse a été évoquée. Ces résultats sont trés
similaires & ceux obtenus par AMBLER et Coll. (1972 ; 1973) pour
1'allergéne Al, et i1 pourrait en fait s'agir de Ta méme protéine
(AMBLER et Coll., 1973).
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Les extraits salins de vers adultes de Toxocara canis

et T. cati contiennent une activité allergénique correspondant
a un ou plusieurs composants de poids moléculaire 10.000 & 50.000
(HOGARTH-SCOTT, 1967b). Dans 1'extrait soluble de T. canis, deux
allergénes ont été mis en évidence par radioimmunoélectrophorése
(YARZABAL, communication personnelle). Parmi ces deux allergénes,
1'un correspond & 1'antigéne commun avec A. suum, 1'autre est
spécifique du genre Toxocara.

La présence d'activité allergénique dans les extraits
de vers de N. brasiliensis (HOGARTH-SCOTT, 1967b), comme dans
les produits d'excrétion de vers maintenus in vitro (WILSON, 1967) a

été démontrée. Le poids moléculaire de 1'allergéne se situe entre
10.000 et 50.000 (HOGARTH-SCOTT, 1967b). I1 s'agit d'un constituant
protéique contenant peut-étre des glucides (OGILVIE et JONES, 1967 ;
WILSON, 1967).

Un allergéne de Dirofilaria immitis a été séparé des
antigénes induisant la production d'IgG (FUJITA, 1975). Cet allergéne

posséde un poids moléculaire d'environ 20.000 et contient environ
2 % de glucides.

b) Allergénes de Trématodes
Parmi les Tréﬁéééééé;'éé'ééﬁé.iéé.ééhistosomidés dont Tles
allergénes ont été les plus étudiés. Le fractionnement d'extraits de
S. japonicum (WILLIAMS et Coll., 1965 ; SATO, SAWADA et SATO, 1969)

a permis d'obtenir une fraction antigénique (antigéne SST), dont Te

caractére allergénique a été démontre.

Les allergénes de S. mansoni ont fait 1'objet d'études
plus nombreuses et plus détaillées. Des extraits solubles de vers
adultes ont été fractionnés, par précipitation en milieu acide (pH 4,6)
et par filtration sur gel de Séphadex G100 (HARRIS, 1973). L'acti-
vité allergénique est retrouvée 3 la fois dans les fractions soluble
et insoluble en milieu acide. Le fractionnement sur Séphadex G100
suggére la présence d'aumoins deux allergénes, 1'un, insoluble &
pH acide, de poids moléculaire élevé (supérieur a 150.000) et
contenant 67 % de sucres ; 1'autre, de poids moléculaire 20 a 30.000,
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soluble en milieu acide et contenant 27 % de sucres. Le fractionnement
plus poussé des antigénes de S. mansoni (HARRIS, 1975) a conduit

3 1'obtention d'un trés grand nombre de fractions de comportements
différents et possédant une activité allergénique. Ceci indique, selon
HARRIS 1'existence de nombreux allergénes différents, et distingue

S. mansoni des Nématodes, ol une telle hétérogénéité n'est pas retrou-
vée. VANNIER et Coll. (1974) ont réalisé la préparation de fractions
antigéniques de schistosomes adultes de S. mansoni par de nombreux
procédés différents. L'étude de ces fractions par réaction de
PRAUSNITZ-KUSTNER chez des rats infestés suggére 1'existence de plusieurs
antigénes ayant une activité allergénique. L'activité allergénique de
certaines fractions est différente selon qu'elle est testée avec du
sérum de rats infestés ou du sérum de rats pluriinfestés. Un plus grand
nombre de fractions antigéniques se révélent allergéniques avec du
sérum de rats pluriinfestés. La plupart des fractions antigéniques

sont capables d'induire la production de réagines anti-schistosome,

par immunisation avec de 1'alumine ou du B. pertussis. La fraction

antigénique soluble obtenue par congélation - décongéiation des
vers adultes, se révéle particuliérement réactive chez des rats mono ou

pluriinfestés. Cette fraction contient 10 % de sucres, 90 % de protéines
et des traces d'acide ribonucléique ; elle se révéle trés hétérogéne

en électrophorése en acrylamide et en immunoélectrophorése (HUSSAIN,
VANNIER et MURRELL,1975). Elle peut provoquer des réactions de PRAUSNITZ-
KUSTNER positives pour des doses trés faibles (0,1 a 1 Fg). Elle est
capable d'induire la production d'anticorps réaginiques aprés immunisa-
tion avec des adjuvants appropriés. Parmi les antigénes présents dans
la fraction soluble de vers adultes préparée selon la méthode de

CAPRON et Coll. (1968), la radioimmunoélectrophorése, utilisant des
sérums de sujets infestés et de 1'anti-IgE humaine radiomarqué, a per-
mis de mettre en évidence deux allergénes distincts (BOUT et Coll.,
1977). Ces allergénes sont communs au ver adulte et & la cercaire.

I1s sont différents des antigénes spécifiques de genre et d'espéce
(CAPRON et Col1., 1968).
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Les allergénes d'un autre Trématode, F. hépatica
ont &galement &té &tudiés par radioimmunoélectrophorése (BOUT et Coll.,
1977). Deux allergénes de nature lipoprotéique ont &té identifies.
L'un est 1'antigéne spécifique d'espéce (antigéne 2).

c) Allergénes de Cestodes
Plusieurs alié%ééﬁéé'(éé&i.éﬁ'éééis) sont présents dans
les extraits de Taenia taeniaeformis (LEID et WILLIAMS, 1974). Un anti-
géne serait présent seulement chez le ver adulte, les deux autres étant

communs aux stades larvaire et adulte. La purification des extraits de

cysticercoides par électrophorése préparative en Pévikon a permis
1'obtention d'un allergéne purifié. Cette molécule est une glycopro-
téine, de poids moléculaire inférieur & 50.000 et de caractére acide.
Elle est capable de provoquer des réactions d'anaphylaxie cutanée
passive a des doses de 5 Hg. Une certaine réactivité croisée avec
d'autres extraits de Taenia est observée, mais aucune réactivité n'est
obtenue avec des extraits de S. mansoni ou F. hepatica. “

Deux allergénes majeurs ont &té mis en évidence par radio-
immunoélectrophorése dans le liquide hydatique de moutons infestés
par E. granulosus. L'un d'eux correspond & 1'antigéne spécifique du
genre Echinococcus (BOUT et Coll., 1977).

4} Concluston
plupart des cas, des caractéristiques trés voisines des allergénes
responsables des manifestations atopiques : ce sont des protéines,
essentiellement des glycoprotéines, de faible poids moléculaire
(inférieur a 50.000) et de caractére acide. Cependant, certains sont
des molécules de plus grande taille ; c'est le cas d'un des allergénes
de S. mansoni individualisé par HARRIS (1973), dont le poids molécu-
laire est dg 1'ordre de 150.000. I1s sont actifs en réaction de
PRAUSNITZ-KUSTNER ou d'anaphylaxie cutanée passive a des doses trés
faibles. I1s sont capables d'induire des réponses réaginiques apreés
immunisation. Plusieurs allergénes sont produits par un méme parasite,
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et cette hétérogénéité semble plus grande chez les Cestodes et les
Trématodes que chez les Nématodes. La plupart des allergénes sont com-
muns au stade adulte et aux formes larvaires, mais i1 existe des aller-
génes spécifiques de 1'adulte (A. suum, T. taeniaeformis par '

exemple). Enfin, la réponse réagihique est dans certains cas différente
chez les sujets infestés une fois et chez ceux qui sont pluriinfesteés,
ce qui indique une différence dans les modalités de réponse a différents
allergénes d'un méme parasite.

C - La potentialisation de la réponse IgE

Une explication de 1'existence de taux élevé d'IgE sériques
au cours des helminthiases a été apportée par la découverte d'ORR et
BLAIR en 1969. Des rats immunisés par de 1'ovalbumine ou par de la
conalbumine puis infestés 10 jours aprés par le Nématode N. brasi-
THensis produisent 12 jours aprés cette infestation des taux
d'anticorps réaginiques anti-ovalbumine ou anti-conalbumine trés éleyés
par rapport & ceux d'animaux témoins non infestés. Ce phénoméne n'est
pas observé si 1'infestation par 1'Helminthe précéde 1'immunisation.

I1 s'agit donc d'une potentia]isation de réponses réaginiques préexistantes
dirigées contre des antigénes non parasitaires dont les caractéres et les
mécanismes ont été depuis trés étudiés chez le rat, et plus récemment chez
la souris.

e e o P i = ok e e e U e G v b o .-~

réaginique

Nature des antigénes

La potentia]155&%6ﬁ'aé.ié.}éééﬁéé IgE & divers antigénes a
été démontrée. En plus de 1'ovalbumine et de la conalbumine initialement
utilisées par ORR et BLAIR, des réponses potentialisées ont pu étre
obtenues aprés immunisation a 1'hémocyanine (Keyhole Limpet Haemocyanin)
et & 1'extrait de poussiére de maison (JARRETT et STEWART, 1972), ainsi
qu‘apréé immunisation & la gammaglobuline bovine dinitrophénylée (SMITH
et Coll., 1973). Si plusieurs antigénes différents sont utilisés pour
1'immunisation, les diverses réponses IgE obtenues peuvent étre simul-

tanément potentialisées par une infection (JARRETT et STEWART, 1972).
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Mode d'immunisation
L'immunisatiéﬁ.éé;.éﬁ%ﬁéﬁi.éé.%ait avec 1'un des adjuvants
connus pour favoriser une réponse IgE : B. pertussis, adjuvant de FREUND
comb]et, gel d'alumine (MOTA, 1964 ; BINAGHI et BENACERRAF, 1964 ; JARRETT

et Coll., 1972).

Nature des Helminthes

---------------------

La potentialisation de la réponse réaginique a été essentiel-
lement étudiée lors de 1'infection par le Nématode N. brasiliensis. Elle

a cependant pu étre reproduite dans une autre infection expérimentale :
1'infection par le Trématode F. hepatica (JARRETT, 1972). JARRETT a par
ailleursmontré qu'une infection ultérieure par N. brasiliensis est

capable de potentialiser & nouveau la réponse IgE.

Aucune potentialisation n'a jusqu'a présent &té démontrée
dans d'autres modéles. STECHSCHULTE, GORE et SADUN (1972) signalent
1'impossibilité de reproduire ce phénoméne lors de l'infection par
S. mansoni et par T. spiralis.

Spécificité pour 1'IgE
La potentia]%éé%%éﬁ'éé.ié.}éﬁéﬁéé.IgE d un antigéne donné,
par exemple 1'ovalbumine, ne s'accompagne pas d'élévation des anticorps
d'autres classes spécifiques de cet antigéne. Les taux des anticorps
IgG mesurés par hémagglutination (JARRETT et Coll., 1972) ou des
anticorps IgGa et IgGl mesurés par radioimmunodiffusion (BLOCH et
Coll., 1973) ne sont pas modifiés. Le phénoméne apparait donc spéci-

fique pour 1'IgE.

Relation chronologique entre 1'infection

----------------------------------------

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

"Chez le rat, 1'infection parasitaire ne peut augmenter
la réponse IgE & un antigéne donné que si cette réponse existe déja
3 un faible degré au moment de 1'infection (ORR et BLAIR, 1969 ;
JARRETT et Coll., 1972). Si 1'infection précéde 1'immunisation ou
la suit de trop prés, la réponse IgE n’est pas potentialisée et peut
méme &tre inhibée. Cependant, dés que la réponse IgE & un antigéne
est établie, la potentialisation peut se produire aussi longtemps que
la réponse IgE existe (ORR, RILEY et DOE, 1972).




La potentialisation se distingue donc totalement d'un
effet adjuvant qui permet 1'apparition d'une réponse anticorps.
D'ailleurs, 1'administration du parasite N. brasiliensis vivant ou

tué, ou un extrait de ce parasite, en méme temps que 1'immunisation,
ne permet pas d'obtenir de réponse IgE contre 1'antigéne (JARRETT,
1976). A 1'inverse, les adjuvants ne sont pas capables de potentia-
liser une réponse IgE préexistante, méme lorsqu’ils sont donnés tous
les jours durant la période correspondant & 1'infection (JARRETT et
Coll., 1972).

‘Chez la souris, la relation chronologique entre immuni-
sation et infection est trés différente. L'infection par N. brasi-
liensis doit &tre réalisée 5 & 14 jours avant 1'immunisation pour
qu'une potentiaiisation de la réponse soit observée. Cette poten-
tialisation s'observe plus tardivement que chez le rat (25 a 35 jours
aprés 1'infection).

"La potentialisation requiert la présence

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

-------------

La potentialisation de la réponse IgE n'a jamais pu étre
obtenue autrement que par 1'infection par le ver vivant. En effet,
les essais réalisés soit d partir de broyats de vers de N. brasiliensis

(ORR, RILEY et DOE, 1971), soit & partir des produits de sécrétion

des vers adultes (JARRETT, 1976), ont &té incapables de produire une
potentialisation de la réponse IgE. Le mode d'introduction de ces
extraits parasitaires pourrait, selon JARRETT, ne pas étre adéquat
(JARRETT, 1976). Cependant, le site de libération du facteur poten-
tialisant ne semble pas étre primordial puisque les infections par

N. brasiliensis (intestinale) et F. hepatica (hépatique) sont capables

de potentialiser la réponse IgE.
La migration du parasite 3 travers les tissus ne semble
pas jouer un role dans 1'induction de la potentialisation puisque la

transplantation directe de vers adultes de N. brasiliensis dans

‘1'intestin de rats receveurs est capable de 1'induire. Par ailleurs,
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des larves de N. brasiliensis dont le cycle est réduit & la phase de
migration, et qui donc n'atteignent pas la lumiére intestinale, sont
également capables de potentialisation, mais & un degré moindre.

Ceci indique que le parasite & 1'état larvaire, comme a 1'état adulte
est capable d'élaborer la "substance potentialisante" (JARRETT et

STEWART, 1973).
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La découverte d'une part de réponses réaginiques spéci-
fiques du parasite, d'autre part de la potentialisation de réponses
réaginiques préexistantes, a conduit & rechercher les relations
existant entre ces deux types de réponses et la production totale
des IgE.

Production totale des IgE
La déterminatioﬁ'&&.éédi.éé;{é&é.&éé.iéé a été rendue pos-
sible chez le rat grdce a la découverte d'immunocytomes sécrétant 1'IgE,
et a 1'obtention d'anti-sérums spécifiqueé anti- € (BAZIN et Colt.,
1973a~ 1974).
Les rats infestés par N. brasiliensis présentent des taux

sériques d'IgE trés élevés, 12 & 14 jours aprés 1'infestation (JARRETT
et BAZIN, 1974 ; CARSON, METZGER et BLOCH, 1975 ; ISHIZAKA, T. et Coll.,
1975). Chez des rats immunisés par de 1'ovalbumine puis infestés,
1'élévation des IgE sériques coTncide parfaitement avec la potentia-
lisation de la réponse réaginique anti-ovalbumine. JARRETT et BAZIN
ont montré que chez les rats HOODED-LISTER, les titres de PCA anti-
ovalbumine obtenus aprés infestation ne sont cependant pas plus élevés
que ceux obtenus aprés une injection de rappel d'ovalbumine. Mais,
chez les animaux réimmunisés, le taux sérique des IgE ne se modifie
pas. Les réagines spécifiques duparasite ne sont détectées qu'au

16éme jour de 1'infection.
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Ces expériences montrent que 1'é18vation des IgE sériques
au cours de 1'infection par N. brasiliensis résulte trés vraisemblablement
de la potentialisation de toutes les réponses IgE existant naturellement
au moment de 1'infection. Les réagines spécifiques du parasite ne parais-
sent pas contribuer & 1'élévation des IgE sériques durant les 15 premiers
jours ; cependant, ces anticorps pourraient étre présents sous forme
de complexes avec 1'antigéne et de ce fait ne pas &tre détectés par
réaction d'anaphylaxie cutanée passive (JARRETT, 1976).

Relation entre le taux des IgE spécifiques

------------------------------------------

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

L'utilisation d'immunoadsorbants, comportant des extraits
antigéniques d'Helminthes insolubilisés, a permis de déterminer le taux
des anticorps IgEt et de la comparer au taux des IgE sériques totales,
dans 1'hydatidose et la bilharziose humaines (DESSAINT et Coll., 1975a, b)f
Les taux d'anticorps Igkt sont trés faibles, représentant en général moins
de 10 % de la totalité des IgE sériques. I1 existe cependant une bonne
corrélation entre le taux des IgE sériques'et le taux des anticorps
IgE, alors qu'il n'existe pas de corrélation avec les taux d'anticorps
précipitants ou les taux d'anticorps détectés par immunofluorescence.

Le passage de sérums de rats infestés par N. brasiliensis

sur immunoadsorbants comportant des extraits de vers insolubilisés ne
diminue pas le taux sérique des IgE de facon significative alors que
les titres de réagines anti-ver diminuent significativement (CARSON,
METZGER et BLOCH, 1975).

Ces résultats indiquent que les IgE spécifiques du para-
site ne contribuent que pour une trés faible part a 1'@1évation des
IgE observée au cours des helminthiases.

" Relation chronologique entre la produc-

---------------------------------------
-----------------------------------
---------------------------------------

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

L'évolution au cours du temps des différentes réponses
IgE (totale, potentialisée et spécifique) a été étudiée chez le rat
HOODED-LISTER infesté et réinfesté par N. brasiliensis (JARRETT, HAIG
et BAZIN; 1976 ; JARRETT, 1976),(figure 2).
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FIGURE 2 : RELATIONS ENTRE LES REPONSES
IgE TOTALES ( ), IgE ANTI-N. BRASI-
LIENSIS (----) ET IgE ANTI-OVALBUMINE
(....)CHEZ LE RAT HOODED-LISTER

INFESTE ET REINFESTE PAR N. BRASILIENSIS
(D'aprés JARRETT, 1976).
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Lors d'une premiére infection, la réponse
réaginique anti-ovalbumine et 1'élévation des IgE sériques augmentent
simultanément ; leur maximum est situé au 12&éme - 1l4éme jour de
1'infection. Les deux réponses diminuent ensuite rapidement et de
facon simultanée, alors que les réagines spécifiques du parasite
augmentent pour atteindre un taux élevé. Les taux d'IgE sériques res-
tent modérément élevés durant un temps relativement long ; ils sont
encore supérieurs au taux de base au 80éme jour de 1'infection.

Lors d'une réinfection, les taux d'IgE sériques s'élévent
rapidement, le maximum étant observé au 6éme jour (supérieur a celui
de la premiére infection) ; cette élévation se fait cette fois de facon
synchrone avec celle des réagines spécifiques du parasite ; la réponse
anti-ovalbumine n'est pas repotentialisée et disparait le plus souvent
aprés réinfection.
_ La réponse potentialisée et la réponse IgE totale sont
donc treés vraisemblablement le résultat du méme stimulus. Cependant,
lors d'une réinfection, la réponse primitivement potentialisée disparait.
JARRETT (1976) évoque la possibilité d'un mécanisme suppresseur ou
1'insensibilité des cellules spécifiques de 1'ovalbumine & une nouvelle
stimulation. I1 semble donc que les réponses potentialisées une premiére
fois ne soient plus sensibles a un stimulus, ce qui implique que 1'élé-
vation des IgE observée lors d'une réinfection résulte de la potenﬁia-
lisation de réponses IgE qui sont apparues aprés la premiére infection.

3. Mécanismes

Les expériences citées précédemment suggérent que lors de
1'infection par N. brasiliensis une substance produite par le ver adulte

vivant,et & un moindre degré par la forme larvaire, est capable de
stimuler sélectivement les réponses IgE préexistantes et dirigées contre
des antigénes non parasitaires. Cependant, chez la souris, 1'infection
par le parasite doit précéder 1'immunisation pour que la potentialisation
se produise ; or,chez cette espéce, les vers sont éliminés plus rapide-
ment que chez le rat. La potentialisation apparait plus tardivement que
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chez le rat (25 a 35 jours d'infection), et donc bien longtemps aprés
que les vers aient été éliminés de 1'organisme (KOJIMA et OVARY, 1975b).
Ceci suggére que le ver vivant n'intervient pas directement dans la
potentialisation de 1a réponse réaginique. Par ailleurs, des expériences
réalisées sur de jeunes rats ont montré que bien que les vers persistent
beaucoup plus Tongtemps dans 1'organisme infesté, 1'évolution de la
réponse IgE totale et de la réponse potentialisée est Ta méme que chez
le rat adulte ou les vers sont rapidement éliminés (JARRETT, 1976).
L'action du parasite s'exerce en définitive sur les
cellules B & IgE ou sur les plasmocytes qui en dérivent. Cette action
s'exerce par 1'intermédiaire des Tymphocytes T, comme 1'ont montré
les travaux de JARRETT et FERGUSON (1974). Chez des animaux thymecto-
misés & la naissance, la réponse IgE & 1'ovalbumine peut &tre obtenue
chez 30 & 50 % d'entre eux en augmentantnla dose d'antigéne. Cependant,
.aprés infection par N. brasiliensis, cette réponse'IgE anti-ovalbumine

n'est jamais potentialisée. La réponse réaginique spécifique du para-
site est également trés diminuée ou absente. Les lymphocytes T sont donc
indispensables pour la réponse IgE spécifique et la potentialisation.

La nature des lymphocytes T impliqués dans la potentiali-
sation a été étudiée par KOJIMA et OVARY (1975b)chez 1a souris. Ces
auteurs ont montré que 1'infection par N. brasiliensis suivie, 5 jours

ou 14 jours aprés, de 1'immunisation paf un conjugué ovalbumine - DNP,
induit des titres de réagines anti-DNP é&levés dont le maximum se situe
au 20éme jour aprés 1'immunisation. A 1'inverse, lorsque 1'immunisation
précéde 1'infection, les titres de réagines sont trés diminués. L'évo-
lution des taux d'IgE anti-DNP est trés similaire & celle d'animaux
d'abord immunisés par 1'ovalbumine puis 14 jours aprés par le conjugué
ovalbumine - DNP. Des expériences de transfert de cellules lymphoides a
des animaux syngéniques irradiés ont permis d'éclairer le mécanisme

de la potentialisation. Les receveurs recoivent des cellules lymphofTdes
provenant d'animaux immunisés par un conjugué DNP - KLH (Keyhole Limpet

Haemocyanin), et des cellules lymphoTdes provenant d'antimaux infestés
par N. brasiliensis. L'immunisation de ces receveurs par un extrait




- 61 -

-

antigénique de N. brasiliensis associé a un conjugué DNP-ovalbumine

permet d'observer des titres de réagines anti-DNP significativement
élevés 7 jours aprés 1'immunisation. Ce phénoméne n'est pas obtenu
si 1'immunisation est réalisée par le conjugué DNP-ovalbumine seul.
IT n'est pas observé si 1'on injecte des lymphocytes de souris non
infestées. Enfin, la réponse I1gGl n'est pas modifiée. Ces résultats
indiquent que c'est la stimulation des lymphocytes T spécifiques du
parasite qui est responsable de la potentialisation. Ces lymphocytes
T libérent trés vraisemblablement un ou plusieurs facteurs solubles
qui vont stimuler de facon non spécifique les réponses IgE. Le fait
que les réponses IgGl ne soient pas modifiées signifie :

- s0it que les cellules T stimulant la production des IgE sont dif-
férentes de celles stimulant la production des IgGl ;

- so0it que les cellules impliquées dans la production des IgGl sont
moins sensibles aux facteurs 1ibérés par les cellules T que les
cellules impliquées dans la production des IgE.

Le parallélisme entre la réponse IgE anti-DNP chez des
animaux infestés puis immunisés par le conjugué hapténe-carrier (DNP-
ovalbumine), et chez des animaux d'abord immunisés par le carrier
(ovalbumine) puis par le conjugué hapténe-carrier indique selon KOJIMA
et OVARY (1975b) que les cellules stimulées par le facteur Tibéré par
les lymphocytes T spécifiques du parasite, ne sont pas Tes lymphocytes B
dirigés contre 1'hapténe (DNP), mais les quelques lymphocytes T spéci-
fiques du carrier (ovalbumine), qui existent chez des animaux non
immunisés.

L'immunisation préalable a 1'infestation inhibe la poten-
tialisation de la réponse chez la souris. Cela signifierait que 1'action
du ou des facteurs solubles 1ibérés par les lymphocytes T spécifidues
du parasite, ne peut s'exercer si des cellules helper pour une réponse
IgE déterminée existent en nombre suffisant.
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Chez le rat, les phénoménes sont inversés puisque 1'immuni-
sation doit précéder 1'infestation pour que la potentialisation se
produise. On observe cependant lors d'une réinfestation des rats par
N. brasiliensis un parallélisme entre 1'élévation des IgE spécifiques
du parasite et 1'é1évation des IgEt totales, ce qui suggére que, comme
chez la souris, c'est la stimulation des lymphocytes T spécifiques

du parasite qui est responsable de 1'augmentation de Ta production
des IgE (JARRETT, 1976). La réponse IgE potentialisée est inhibée
par la réinfection, ce qui est une situation assez similaire a celle
observée chez la souris immunisée puis infestée.

En conclusion, la potentialisation apparait comme un
phénoméne dépendant de l1a stimulation des lymphocytes T spécifiques
du parasite. Ceux ci libérent un ou des facteurs solubles qui augmen-
tent de facon non spécifique la production des IgE en activant peut
8tre les lymphocytes T spécifiques du carrier. Cependant, la séquence
immunisation - infestation nécessaire pour assurer la potentialisation
apparait comme un phénoméne critique, différent chez la souris et
chez le rat. Ceci suggére que la potentialisation pourrait faire
intervenir 1'équilibre de mécanismes suppresseurs et activateurs dont
le role est trés important dans la réponse IgkE (TADA, 1976).




CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODES

- 63 -




I - SOUCHES DE RATS ETUDIEES

Quatre souches de rats ont été employées :

FISCHER/Ico : rats albinos, consanguins, provenant de IFFA CREDO
(France) ; femelles de 150 a 180 g ;

HOODED-LISTER : rats consanguins provenant de ANIMAL SUPPLIERS
(London) LTD ; femelles de 150 & 200 g, mdles de 180 a 250 g ;
OKA/Ws1 et LOU/M/Ws1 : rats consanguins, aimablement fournis par
e Dr H. BAZIN (Bruxelles) ; femelles de 150 a 200 g.

Les rats sont maintenusau.moins un mois dans la méme
animalerie conventionnelle avant leur emploi.

IT - BILHARZIOSE EXPERIMENTALE A SCHISTOSOMA MANSONI CHEZ LE RAT

A - Maintien du cycle au laboratoire

La souche de S. mansoni utilisée au laboratoire est
d'origine sud-américaine. Elle a é6té isolée en Guyane Hollandaise.
Le mollusque, héte intermédiaire, utilisé est Biomphalaria glabrata,
variété albinos. L'hdte définitif est le hamster doré (Mesocricetus

auratus).

La récolte des oeufs s'effectue par rdclage de 1'intes-
tion gréle de hamsters infestés depuis 45 jours. Mis sur plaque chauf-
fante (30°C) et & la lumiére, les oeufs &closent (en 15 & 30 minutes)"
et libérent des miracidia. Chaque mollusque est infesté par 10 mira-
cidia et aprés maturation des sporocytes II (vers le 21éme jour), les
mollusques sont exposés a la lumiére et & une température de 30°C,
afin d'obtenir les furco-cercaires. Chaque hamster est infesté par
environ 900 furco-cercaires.
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B - Infestation des rats

Chaque rat est maintenu solidement en décubitus dorsal.
Sur 1'abdomen, rasé et mouillé & 1'eau, est appliqué un cylindre
métallique de 2 cm de diamétre sur 1 cm de haut, maintenu par une
bande adhésive. Dans ce cylindre, est placée une suspension aqueuse
de furco-cercaires numérée auparavant (environ 800 furco-cercaikes).
La pénétration transcutanée s'effectue dans un délai de 30 minutes.

C - Prélévements sanguins

Les rats subissent une 1&gére anesthésie a 1'éther. Les
prélévements sanguins sont effectués au niveau du sinus rétro-orbi-
taire & 1'aide d'une pipette Pasteur.

D - Perfusion de foie

La perfusion des foies de rats est réalisée selon la
technique initialement décrite par SMITHERS et TERRY (1965) et
1égérement modifiée.

Le rat est tué par injection intrapéritonéale de 2 ml
d'une solution de pentobarbital sodique (16 ml) et d'héparine (4 ml).
Aprés dissection, on ligature les veines sus et sous hépatiques, puis
le foie dégagé est isolé dans une boite de Pé&tri. Aprés avoir 1ibéré
les ligatures, on perfuse le sinus veineux a 1'aide d'une solu-
tion de sérum physiologique (500 ml1), d'héparine (5 ml) et de sérum
de veau foetal (quelques ml). Le Tiquide de perfusion est décanté
et le surnageant enlevé. Le culot est lavé avec du sérum physiologique
et la solution est décantée une deuxiéme fois. Le culot final est
repris dans quelques ml de sérum physiologique et examiné sous loupe
binoculaire afin de compter les vers.
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IIT - PREPARATION DES ANTIGENES

Les antigénes de S. mansoni proviennent de vers adultes
miles et femelles récoltés aprés perfusion de hamsters infestés depuis
45 jours par 1000 cercaires. Deux types d'antigénes sont préparés
selon les protocoles précédemment décrits par CAPRON et Coll. (1965).

A - Extrait soluble ou antigéne standard de S. mansoni

Les vers sont rincés plusieurs fois dans du sérum phy-
siologique et conservés dans de 1'eau distillée a -30°C jusqu'a Teur
utilisation. Ils sont alors broyés dans une solution de chlorure de
sodium & 1 °/., pendant 15 minutes puis congelés & -30°C. L'extrac-
tion de 1'antigéne se fait par décongélation (par broyage mécanique
au mortier) du matériel congelé. Cette opération est répétée 5 fois.
La préparation est ensuite centrifugée & 40.000 g une heure a 4°C.
Le surnageant est dialysé 24 heures contre de 1'eau distillée, puis

lyophilisé.

B - Incubat ou antigéne métabolique de S. mansoni

I1 est constitué par les substances que les vers vivants
rejettent dans 1'eau distillée pendant trois heures & 37°C, en éclai-
rage intense. Le surnageant, obtenu aprés décantation des vers, est
centrifugé 5 minutes a 1600 g.

L'antigéne dénommé "incubat dialysé" est obtenu aprés
dialyse de 1'incubat 48 heures contre de 1'eau distillée a 4°C.

IV - DOSAGE RADIOIMMUNOLOGIQUE DES IgE DE RAT

A - Purification de 1'IgE

L'isolement et la purification d'IgE de rat sont réali-
'sés a partir de sérum ou de liquide d'ascite de rats de la lignée
LOU/C/Ws] présentant un immunocytome & IgE (sérum ou ascite IR 162
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aimablement fournis par le Dr H. BAZIN).
Nous utilisons le protocole décrit initialement par
BAZIN et Coll. (1974) ; BAZIN et BECKERS (1976).

- e et e e om e w90 we ow e S o

Le sérum ou 1'ascite (IR 162) sont dilués de moitié
par une solution de NaCl & 9 °/,, et précipités par un volume de
sulfate d'ammonium saturé et neutre tel que la concentration finale
en sulfate d'ammonium soit de 50 %. Le précipité obtenu est dissout
dans une solution de NaCl & 9 °/,,, puis précipité & nouveau par le
sulfate d'ammonium neutre et saturé (concentration finale = 50 %).
Cette opération est répétée deux fois. Le précipité final est dissout
dans du NaCl & 9 °/,, et dialysé a 4°C sous agitation contre 2 Titres
de tampon Tris-HC1 0,05 M pH 8 contenant de 1'azide de sodium
(0,2 °/00). La dialyse est effectuée 3 jours et le tampon renouvelé

2 fois par jour.

-~

La fraction dialysée est soumise & une chromatographie
d'échange ionique sur DEAE cellulose (DE 32 WHATMAN).

La colonne a une hauteur de 20 cm et un diamétre de
2,5 cm.

L'élution est effectuée. grdce & un gradient de molarité
en Tris et en NaCl produit par un appareil VARIGRAD & 9 chambres rem-
pli de 120 ml par chambre. Les tampons utilisés sont les suivants :

Chambres 1 et 2 : Tris HC1 0,05 M pH 8
Chambre 3 : Tris HC1 0,1 M pH 8
Chambres 4 et 5 : Tris HC1 0,1 M

NaCl 0,1 M pH 8
Chambres 6 et 7 : Tris HC1 0,1 M

NaCl 0,2 M pH 8

- Chambre 8 : Tris HC1 0,5 M
NaCl 0,5 M pH 8
- Chambre 9 : Tris HCT 1 M

NaCl 0,5 M-pH .8
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Le débit d'élution est de 20 ml par heure. La densité
optique de chaque fraction est mesurée a 280 nm.

Les fractions contenant de 1'IgE sont rassemblées et
concentrées par ultrafiltration (membrane DIAFLO PM 10). Elles sont
dialysées contre un tampon Tris HC1 0,1 M NaCl 0,15 M pH & contenant
de 1'azide de sodium (0,2 °/o0), et soumises a une gel filtration sur
Ultrogel AcA 34 (LKB-Sweden).

La colonne a une hauteur de 1 m et un diamétre de 5 cm.
L'8lution se déroule a un débit de 50 ml par heure. La densité optique
de chaque fraction est mesurée a 280 nm.

B - Marquage de 1'IgE

La technique utilisée est celle & la chloramine T
(HUNTER et GREENWOOD, 1962 ; GREENWOOD, HUNTER et GLOVER, 1963 ;
HUNTER et GREENWOOD, 1964) modifiée par Mc CONAHEY et DIXON en 1966.

——————

La chloramine T (sel sodique du dérivé monochloré de la
paratoluénesul fonamide) 1ibére en solution aqueuse de 1'acide hypo-
chloreux qui se comporte comme un oxydant vis-a-vis de 1'iode et le
transforme en iode cationique. Cet état d'oxydation permet la fixa-
tion de 1'iode syr les groupements tyrosyls des protéines. L'action
de 1a chloramine T est neutralisée par 1'addition en excés d'une solu-
tion de métabisulfite de sodium.

- Réactifs

- 0,5 m1 d'une solution d'IgE purifiée contenant environ 1 mg d'IgE ;
- 1251 sous forme d'iodure de sodium (C.E.A., Gif sur Yvette, France).
IT est dilué (sous hotte aspirante) de facon a obtenir 1 mCi sous

environ 0,1 ml
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- solution de chloramine T & 0,2 mg par ml ;
- solution de métabisulfite de sodium a 0,2 mg par mi ;
- tampon phosphate de sodium 0,05 M pH 7.,4.

- Protocole
Le marquage est réalisé, sous agitation, dans un petit

bécher placé dans un cristallisoir contenant de la glace. L'jode
radio-actif est ajouté rapidement & la solution d'IgE. Puis>0,5 m]
de 1a solution de chloramine T sont ajoutés goutte a goutte en 30
secondes environ. Le tout est agité durant 5 minutes. La solution

de métabisulfite de sodium (0,5 ml) est ensuite ajoutée goutte a
goutte en une minute environ. La solution finale est dialysée sous
agitation & 4°C contre du tampon phosphate de sodium 0,05 M pH 7,4

durant 18 heures.

C - Production d'immunsérum anti-chaine epsilon

L'antisérum de chévre spécifique de la chaine epsilon
d'IgE de rat nous est aimablement fourni par le Dr H. BAZIN. IT est
préparé de la facon suivante (BAZIN et Coll., 1974 ; BAZIN et BECKERS,
1976) : la chévre regoit 3 injections intramusculaires de 1 mg d'IgE
purifiée, provenant du my&lome & IgE IR2, et de 0,5 ml d'adjuvant
complet de FREUND. Elle est saignée a partir du dixiéme jour suivant
la troisiéme injection. L'antisérum est absorbé par du sérum de rat
germ-free couplé & un immunoadsorbant solide préparé selon la méthode
d'AVRAMEAS et TERNYNCK (1969).

D - Dosage radioimmunologique

Le dosage est fondé sur la compétition existant entre
les IgE du sérum & doser et une quantité déterminée d'IgE marquées
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1251, pour des IgG anti-IgE en quantité insuffisante. Pour un

nombre déterminé de sites anticorps, il se fixera d'autant plus d'IgE
marquées qu'il y a moins d'IgE froides et inversement. La quantité
d'IgE radioactives restées libres est directement proportionnelle a

la quantité d'IgE présentes dans le sérum & doser.

Le dosage est effectué selon un protocole décrit par

CARSON, METZGER et BAZIN (1975). I1 est fondé sur la différence de
solubilité entre les IgE et les IgG dans du sulfate d'ammonium & 33 %
de saturation. Dans ces conditions, les IgE ne précipitent pas alors
que les IgG précipitent. I1 est alors possible de distinguer les IgE

restées libres des IgE liées a 1'IgG anti-IgE.

f)

- Réactifs

Sérum de Tapin normal (SLN) de chez SORGA

Tampon borate physiologique (BBS : Borate Buffered Saline), pH 8 :

NaCl a 9 °/,, additionné de tampon borate de sodium 0,2 M pH 8
jusque pH 8
BBS contenant 0,1 % de sérum de lapin normal (BBS - SLN)

IgE marquées a 1'1251 : (IgE*) diluées dans du BBS - SLN de fagon

a obtenir environ 50 000 coups par minute par ml
IgG anti-IgE de rat (AS) diluées dans du BBS - SLN de facon qu'en

absence d'IgE froides, 50 % de la radio-activité totale se lie
a cet antisérum.
IgE standard : sérum de rat myélomateux (IR 162) aimablement fourni

et titré par le Dr H. BAZIN & 5,7 mg d'IgE par ml. La courbe éta-
lon est obtenue par dilution de ce sérum dans du sérum de lapin
normal.

- Protocole

Les dosages sont réalisés dans deé tubes en polystyréne

de 1 cm x 7,5 cm. Les solutions sont prélevées a 1'aide de pipettes

de précision (OXFORD). Chaque dosage est réalisé en triple exemplaire.




a) Tubes "radioactivité totale"
0,9 ml BBS - SLN
0,1 ml IgE®
b) Tubes "zéro"
0,5 ml SLN
0,2 ml AS
0,1 ml IgE*
c) Tubes "radioactivité 1iée non spécifiquement"”
0,5 ml SLN '
0,2 ml BBS - SLN
0,1 ml IgE*
d) Tubes "courbes étalon"
0,5 m1 d'une diTution donnée du sérum étalon
0,2 ml AS
0,1 ml Ige™
Généralement six points de courbe sont réalisés

e) Tubes "dosage"
0,5 ml du sérum & doser (dilué ou non dans du SLN selon

la concentration prévue en IgE)
0, 2 ml AS
0,1 ml Ige*

Les tubes sont agités 1égérement et laissés une nuit a
température ambiante. Le lendemain, tous les tubes, sauf les trois
tubes "radioactivité totale" sont placés 1 heure 3 4°C puis addi-
tionnés de 0,4 ml de sulfate d'ammonium saturé froid. Aprés une 1égére
agitation, les tubes sont laissés 30 minutes & 4°C puis centrifugés
30 minutes & 3000 g dans une centrifugeuse réfrigérée & 4°C. A
1'aide d'une pipette de précision, 1 ml de surnageant est prélevé.

Les tubes "radioactivité totale" ainsi que les surnageants de tous

les autres tubes sont comptés dans un spectrométre & scintillation
(Gammatic).
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E - Expression des résultats

En abscisse est porté le logarithme de la dose d'IgE.
En ordonnée est porté 1'arc sinus racine carrée du rapport :
radioactivité libre sur radioactivité totale.

La courbe Tlinéarisée subit ensuite un traitement statis-
tique permettant de calculer par la méthode des moindres carrés 1'équa-
tion de régression et son domaine de confiance.

Les taux d'IgE des sérums & doser sont alors déduits de
1'équation de régression.

L'ensemble de ces calculs est réalisé par ordinateur
(Intertechnique, Multi 8).

Les taux d'immunoglobulines ne sont pas distribués de
facon gaussienne mais d'une fagon logarithmiquement riormale (CLAMAN
et MERRIL, 1964). De ce fait, lors du tracé des courbes de cinétique,
les moyennes géométriques et les &carts types des taux sériques d'IgE
sont portés sur papier semi-logarithmique.

V - ISOLEMENT ET DOSAGE DES IgE SPECIFIQUES DE S. MANSONI

A - Préparation dé 1'immunoadsorbant "S. mansoni-Sépharose"

L'extrait soluble de S. mansoni est fixé & du Sépharose 4B
activé au bromure de cyanogéne (PHARMACIA, UPPSALA, SWEDEN) selon le
protocole initialement décrit par AXEN, PORATH et ERNBACK (1967).

- Réactifs

- Tampon "bicarbonate-NaCl"

Bicarbonate de sodium : 8,4 g (0,1M)
Chlorure de sodium : 29,22 g (0,5 M)
H20 : qsp 1000 ml

- Tampon "carbonate-acide 4 aminobutyrique"
Carbonate de sodium : 14,3 g (0,05 M)
Acide 4 aminobutyrique : 51,56 g (0,5 M)
H,0 : gsp 1000 ml

2
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- Tampon "acétate-NaCl pH 4,0"

Acétate de sodium : 749 (0,1M)
Chlorure de sodium : 58,44 g (M)
H20 : qsp 1000 ml

pH ajusté a 4,0 avec HCl1 concentré
- Tampon "borate-NaCl pH 8,5"

Tétraborate de sodium : 38,14 g (0,1 M)
Chlorure de sodium 58,44 g (M)

H20 : 900 ml

pH ajusté a 8,5 avec HC1 N

H,0 : qsp 1000 mil

2 -3
- Solution d'HC1 10 “ M

- Solution de NaCl 0,5 M

- Sépharose 4B activé au CNBr : PHARMACIA

- Extrait antigénique soluble de S. mansoni : 20 mg dissouts
~ dans 5 ml de tampon bicarbonate - NaCl.

- Protocole
On fait gonfler, sur filtre de verre fritté n°3, 1lg de
Sépharose activé dans 200 ml d'HCl 1073
et soutirés par aspiration. La durée de ‘1'opération doit étre de
15 minutes environ. On lave ensuite le gel plusieurs fois avec le

M ajoutés en plusieurs fois

tampon bicarbonate-NaCl.

Le couplage est réalisé immédiatement aprés le dernier
lavage : on ajoute le gel & la solution de 1'extrait antigénique de
S. mansoni. Le mélange est agité doucement sur plateau rotatif,

2 heures & température ambiante ou une nuit a 4°C. Le couplage peut
étre suivi par 1'observation de la diminution de 1'absorbance du
surnageant a 280 nm.

Le matériel non fixé est lavé par du tampon bicarbonate
(100 ml en plusieurs fois). Les groupes actifs du Sépharose restées
Tibres sont bloqués par la mise en contact du gel avec environ 20 ml
de tampon carbonate-acide 4 aminobutyfique pendant 2 heures sous
1égére agitation.
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Le gel, couplé et bloqué, est Tavé par 3 cycles des
deux traitements successifs suivants :

- Tampon acétate-NaCl pH 4,0 (100 ml)
- Tampon borate-NaCl pH 8,5 (100 ml1).

Chaque traitement doit avoir une durée d'environ 10 minutes.
Enfin, le gel est lavé avec du NaCl 0,5 M.

B - Isolement des anticorps IgE spécifiques

L' immunoadsorption et 1'élution sont réalisées en
colonne de 0,9 x 15 cm (PHARMACIA).

- Réactifs

1

Solution de glycine 2 M
Tampon glycine HC1 0,2 M pH 2,8 NaCl 0,5 M

HCIN : 200 ml
NaCl : 29,22 g
H20 : 400 ml

Ajuster 1e pH a 2,8 avec une solution de glycine 2 M
HZO : gsp 1000 ml

- Tampon glycine HC1 0,2 M pH 2,2 NaCl 0,5 M

HCIN : 200 ml ’
NaCl : 29,22 g
HZO : 400 ml

Ajuster le pH & 2,2 avec une solution de glycine 2 M
H20 : qsp 1000 ml

Solution de NaCl 0,5 M

‘Tampon phosphate physiologique (PBS) pH 7,4
. Tampon phosphate de sodium M pH 7,4 : 10 ml
. NaCl a 9 g °/o0 qsp 1000 ml
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- Protocole

Un ml de sérum est passé & travers une colonne contenant
3 ml d'immunoadsorbant "S. mansoni-Sépharose". Le sérum est laissé en
contact une heure avec le gel.

La colonne est rincée par environ 50 ml de NaCl 0,5 M ;
puis les anticorps adsorbés sont élués par environ 30 ml de tampon gly-
cine pH 2,8 contenant 0,1 % d'albumine sérique bovine (BSA) . L'éluat
est immédiatement neutralisé par dialyse contre du PBS.

Aprés emploi, 1'immunoadsorbant est successivement lavé par
du tampon glycine pH 2,2 et une solution de NaCl 0,5 M. I1 peut étre
a nouveau utilisé une fois.

C - Dosage

Le dialysat contenant les anticorps spécifiques du para-
site est concentré précisément & 1 ml (c'est-a-dire le volume initial
du sérum). Le contenu en IgE est déterminé par le dosage radioimmuno-
logique précédemment décrit.

VI - REACTION D'ANAPHYLAXIE CUTANEE PASSIVE

Le taux des réagines circulantes est estimé par réaction
d'anaphylaxie cutanée passive (ou PCA : Passive Cutaneous Anaphylaxis)
selon 1a méthode décrite par OVARY (1964). Elle est réalisée sur
des rats HOODED-LISTER. On injecte intradermiquement dans le dos rasé
du rat sain receveur, 0,1 ml de différentes dilutions (réalisées dans
de 1'eau physiologique stérile) du sérum ou du pool & doser. Chaque
dilution est testée sur deux rats receveurs différents. Aprés une
période de latence de 48 a 72 heures, les rats recoivent une injection
intraveineuse (dans la veine caudale) de 1'antigéne (1 mg d'antigéne
S. mansoni & 1 °/,, ou 2,5 mg d'ovalbumine 5 fois cristallisée - Miles
Laboratories-) dissout dans 0,5 ml d'une solution de Bleu d'Evans &

1 %. Trente minutes plus tard, les rats sont tués et les réactions
sont examinées du cOté interne de la peau. Le titre en réagines est
la plus grande dilution donnant une.tache bleue d'un diamétre d'au
moins 5 mm.
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I - IgE SERIQUES TOTALES CHEZ LE RAT SAIN ET LE RAT INFESTE PAR
SCHISTOSOMA MANSONI

Nous avons déterminé le taux des IgE sériques chez quatre
souches de rats. Des dosages préliminaires chez des rats FISCHER mdles
et femelles non infestés n'ont pas montré de différence significative
du taux des IgE sériques. Cependant, la réponse anticorps pouvant
varier suivant le sexe de 1'animal, les rats femelles &tant considérés
comme meilleurs producteurs d'anticorps (BAZIN et Coll., 1973b), nous
avons préféré, dans un but d'homogénéisation des expériences, utiliser
des rats femelles.

A - Reproductibilité du dosage

Un sérum dosé plusieurs fois & 1'intérieur d'une méme série
de dosage montre la reproductibilité intra-série. Nous avons réalisé
plusieurs études de cette reproductibiiité avec différents pools. Le
plus faible coefficient de variation trouvé était de 10 % et le plus
élevé de 19 7.

La reproductibilité inter-série est €tudiée par dosage d'un
méme sérum dans plusieurs séries successives. Différentes expériences

réalisées nous ont donné des coefficients de variation entre 14 et 18 %. .

B - IgE sériques chez le rat sain

Les taux d'IgE sériques obtenus chez quatre lignées de
rats sont indiqués dans le tableau IV.
Les taux d'IgE chez les rats HOODED-LISTER et LOU/M/Wsl
sont du méme ordre de grandeur (2,74 et 2,76 Pg/m] respectivement) ;
ils sont environ 12 fois plus élevés que ceux des rats FISCHER
(0,23 Fg/m]) et 5 fois plus élevés que ceux des rats OKA/Ws1 (0,60 pg/m]).




Nombre

®s o0 00 s o»

Taux sérique basal des

( :

( . :

( Lignée a'animaux ° IgE en _g/m} (moyenne

( : géométrique)

(Y e e e i

( : :

( FISCHER : 23 ¢+ 0,23 (0,19 - 0,28)

( : :

( OKA/Wsl : 8 + 0,60 (0,45 - 0,79)

( : :

( HOODED-LISTER: 15 : 2,74 (2,34 - 3,22)

( : :

( LOU/M/Wsl : 8 : 2,76 (2,19 - 3,46)

( : : :

TABLEAU IV : Comparaison des taux sériques de base
des IgE,déterminés par dosage radio-

immunologique , chez quatre lignées de

rats. Les valeurs entre parenthéses

. . - - . +
indiquent la moyenne géomé€trique =

1 écart type.
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C - Evolution des IgE sériques chez le rat infesté par
Schistosoma _mansoni

L'évolution des IgE au cours de 1'infestation a été étudiée
chez des rats infestés par 800 cercaires de S. mansoni.

1. Rats_FISCHER

Les taux d'IgE des sérums de rats FISCHER infestés sont
indiqués dans le tableau V et la figure 3. Ils commencent a s'élever
entre le 12&me et le 19éme jour aprés 1'infestation et atteignent le
42éme jour, un maximum (13 pg/m]) qui est 30 fois supérieur aux taux
d'IgE avant 1'infestation (0,4 pg/m1). Le 100éme jour, le taux des IgE
(2,7 pg/m]) est encore nettement supérieur au taux de base. Au 132éme
jour aprés 1'infestation, le taux des IgE est de 0,57 Pg/m] soit un
taux trés proche du taux basal.

Des rats FISCHER témoins non infestés ont &té maintenus
dans les mémes conditions d'animalerie que les rats infestés. Le taux
d'IgE de ces rats témoins, indiqués dans le tableau V et la figure 3,
ne montrent aucun accroissement significatif.

2. Rats_HOODED-LISTER-

Les taux d'IgE des sérums de rats HOODED-LISTER infestés
(tableau VI et figure 4) s'élévent entre le 8tme et Te 20éme jour,
et atteignent le 36éme jour un maximum (83 pg/ml) qui est environ
30 fois le taux de base (2,7 Fg/m]). Le taux décroit de fagon signi-
ficative (5 pg/ml & J 65), puis s'éléve & nouveau ; au 100éme jour
aprés 1'infestation, i1 est de 20 pg/m]. Le taux d'IgE atteint 1a
valeur du taux de base entre le 120éme et le 160éme jour.

Chez Tes rats OKA/Ws1 (tableau VII et figure 5), le pic
observé le 52éme jour (35 pg/ml1) est environ 60 fois la valeur du




- 80 -

(

(

(

é fNombre
* de

g * sérums

( dosés

(

(g -2 10

(

(J 12 10

(

(J 19 10

(

(J 26 10

(

(J 33 10

(

(J 42 9

(

( g 50 9

(

(J 62 9

(

(J 71 8

(

(J 78 8

(

(J 90 7

(

( J 99 7

( : :

( J132: 8

( .

Taux sérique :
des IgE :
en Pg/ml :

0,41(0,28 - 0,61):
0,22(0,15 - 0,30):
0,92(0,63 - 1,36):
8,36(6,06 -11,53):
2,16(1,45 - 3,21):

2,94(2,33
2,90(2,03
2,26(1,86

3,45(2,82

$13,32(9,95

2,75(1,77

0,57(0,35

$13,05(10,30-16,53) :

3,72):

1

4,14):

2,74):

- 4,23):

-

[3

- 4,26):
- 0,94):

dosés

)
)
)
)
Taux sérique )
)
)
)
)

- G ane W T (s S S e G e G S Y EEn Gam Y S e g G M e et G P D G e S S S A A e e G S ta G G S v

des IgE

en Pg/ml
0,13(0,12 - 0,15))
0,11(0,10 - 0,11);
0,14(0,12 - 0,18);
0,11(0,10 - 0,12);
0,11(0,08 - 0,15);
0,18(0,13 - 0,24);
0,10(0,09 - 0,11);
0,11(0,10 - 0,13)3
0,09(0,08 - 0,09);
0,12(0,10 - 0,14);
0,07(0,06 - 0,08);
0,10(0,09 - 0,11);

TABLEAU V :

les rats FISCHER a différents temps aprés

Moyenne géométrique des taux des IgE totales chez

l'infestation par 800 cercaires et chez les rats

témoins non infestés.

Les nombres entre parenthéses indigquent la

moyenne géométrique 1 écart type.
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: Rats HOODED-LISTER
: infestés par 800 cercaires

Nombre de P
Taux sérique

( )
( )
( )
( : )
( : )
2 f sérums a IQE /ml g
( *  Josés es igk en pg/m \
( T Tt )
( J-2 15 s 2,74 (2,34 - 3,22) )
( : : )
( J8 : 15 : 2,66 (2,37 - 2,97) )
( : : )
( J 20 : 15 : 8,68 (7,54 - 9,99) )
( : : )
2 J 36 : 14 : 83,08 (74,98-92,06) )
: : )

§ J 48 : 12 s 65,27 (54,75-77,81) )
: )

'z J 65 11 : 5,62 (3,92 - 8,05) )
: )

( J 78 10 :+ 33,53 (26,36-42,65) )
( : )
( J 90 9 : 11,83 (9,04 -15,47) )
( : )
( J 99 9 : 19,49 (15,47-24,54) )
( : )
( J 120 9 : 5,98 (5,00 - 7,15) )
( : ' )
( J 160 8 s 2,24 (1,46 - 3,44) )
TABLEAU VI : Moyenne géométrique des taux des IgE

sériques totales chez les rats
HOODED-LISTER & différents temps

aprés l'infestation par 800 cercaires.
Les nombres entre parenthéses indiquent

la moyenne géométrique I &cart type.
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21
31
41
52
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70

o

81

]

91

101
110
119
131
140

152
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Rats OKA/Wsl
infestés par 800 cercaires

s oe o2 oo

! Nombre de o
: Taux sérique

)

)

)

)

)
i zigggs E des IgE en pg/ml §
; 8 0,60 (0,45 - 0,79) ;
; 8 : 0,80 (0,58 - 1,10) )
: 8 : 0,85 (0,51 - 1,42) ;
: 8 . 5,14 (4,49 - 5,89) ;
; 8 . 17,54 (10,00-30,76) ;
; 8 . 35,49 (20,23-62,26) ;
: 8 . 2,52 (1,55 - 4,12) ;
; 8 © 1,79 (1,06 - 3,03) )
; 8 : 1,50 (1,04 - 2,14) ;
L s e04 (440 -850 )
; 7 i+ 4,04 (3,09 - 5,28) ;
: 7 : 6,27 (3,71 -10,59) ;
; 7 . 5,13 (3,08 - 8,54) ;
; 7 . 2,97 (1,66 - 5,31) ;
; 7 . 1,65 (1,06 - 2,56) ;
; 7 : 2,73 (1,87 - 3,99) )
; 7 . 1,03 (0,70 - 1,50) i

TABLEAU VIT :

Moyenne géométrique des taux des IgE
sériques totales chez les rats OKA/Wsl
a différents temps aprés l'infestation.
Les nombres entre parenthéses indiquent

+ -
la moyenne géométrique - 1 écart type.
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taux de base (0,6 Pg/m]). Le taux décroit entre le 60éme et le 80éme
Jour puis s'accroit a nouveau (4‘Fg/m1 a J100). A partir du 110éme
jour aprés 1'infestation, le taux baisse progressivement. Le 160éme
jour, le taux d'IgE est trés 1&gérement supérieur au taux basal.

Le plus haut taux d'IgE chez les rats LOU/M/Ws1 infestés
(tableau VIII et figure 6) est observé le 3léme jour (43 Fg/m], soit
environ 14 fois le taux de base). Le taux décroit ensuite progressi-
vement : Te 109éme jour, i1 atteint le taux de base (2,7 Fg/m]) et
subit une 1égére remontée le 121éme jour (6 Pg/m]).

D - Evolution des IgE sériques aprés réinfestation

L'évolution des IgE a été étudiée chez des rats FISCHER
et HOODED-LISTER infestés par 800 cercaires de S. mansoni et réinfestés
par la méme quantité de cercaires,

1. Rats_FISCHER

Nous avons vu précédemment (tableau V) qu'au 132éme jour
aprés 1'infestation, le taux des IgE des rats FISCHER infestés était
» de 0,57 Pg/m] soit un taux trés proche du taux de base des mémes
animaux (0,41 pg/ml). Par tirage au sort, ce groupe de 10 rats était
alors divisé en deux lots : un lot de 6 rats qui étaient réinfestés
par 800 cercaires le 1l40éme jour aprés leur premiére infestation et
un lTot de 4 rats qui ne 1'@taient pas. L'évolution en IgE de ces deux
groupes d'animaux est indiquée dans le tableau IX et la figure 7.
Le taux des IgE des rats réinfestés atteint un maximum 28 jours aprés
la réinfestation (12,5 pg/m]) puis diminue lentement jusqu'au 63éme
Jjour aprés la réinfestation (date & Taquelle s'arrétent les dosages).
Durant le méme temps, les animaux témoins infestés présentent un pic,
mais dont le maximum n'est qué de 1 pg/ml et qui décroit rapidement
pour atteindre 0,2 Fg/m]‘a 203 jours d'infestation.
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Rats LOU/M/Wsl
infestés par 800 cercaires

e N N N S S st

P N e Y e L R L R R R e W NP N N e R W W W W X Ean K

: Nig;iinse : Taux sérique

f dosés f des IgE en Pg/ml

;T L TTTTTTTTTT T )
J -5 8 . 2,76 (2,19 - 3,46) )
g1 8 . 1,20 (0,67 - 2,49) ;
321 i 8 L 7,41 (4,67 -11,77) ;
331 8 . 43,36 (26,34-71,36) ;
542 8 . 21,19 (10,08-44,56) ;
350 i 8 .. 14,04 (5,28 -37,37) ;
360 8 . 22,58 (15,53-32,84) ;
PRI 8 . 8,76 (4,61 -16,63) ;
381 8 . 21,20 (8,04 -55,89) g
391 8 . 4,68 (2,62 - 8,35) ;
3100 i 8 . 6,75 (4,29 -10,63) ;
3109 8 L 2,75 (1,77 - 4,28) ;
J121 8 i 6,21 (3,59 -10,73) %

TABLEAU VIII : Moyenne géométrique des taux des IgE

sériques totales chez les rats
LOU/M/Wsl 3 différents temps aprés
l'infestation. Les nombres entre
parenthéses indiquent la moyenne

géométrique 1 scart type.
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2. Rats_HOODED-LISTER

Le 160&me jour aprés leur premiére infestation, 9 rats
HOODED-LISTER ont &té divisés en 2 groupes (un groupe de 6 et un
groupe de 3 rats). Le lot de 6 rats &tait réinfesté le 166éme jour
aprés la premiére infestation. L'évolution des taux d'IgE des 2
groupes d'animaux est indiquée dans le tableau X et le figure 8.
Les taux des IgE des rats réinfestés atteint un maximum 30 jours aprés
la réinfestation (90 pg/ml). Chez les animaux non réinfestés, on observe
une élévation transitoire et trés modérée au 168éme jour.

IT - IgE SERIQUES SPECIFIQUES DU PARASITE CHEZ LE RAT INFESTE PAR
SCHISTOSOMA MANSONI

Des pools de sérums de rats infestés sont passés sur
immunoadsorbant préparé par couplage au sépharose de la fraction
antigénique soluble de S. mansoni. Leskanticorps adsorbds sont ensuite
€lués et les IgE sériques spécifiques du parasite sont dosées.

A - Contrdles de la technique employée

1. Influence des conditions d'@lution sur le

-—— s e 0 et e o e = -

=

Les anticorps élués par dissociation & pH acide (le tam-
pon d'élution a un pH de 2,8) sont immédiatement dialysés contre du
sérum physiologique tamponné. Cependant, 1'@lution ayant lieu a un
faible débit et durant au minimum une heure dans nos conditions expé-
rimentales, nous avons voulu étudier 1'influence des conditions
d'@lution puis de dialyse sur le dosage ultérieur en IgE. Des quanti-
tés précisés d'HC1 2N ont été ajoutées & un pool de sérums de rats de
facon a obtenir un pH proche de 2,8. Le mélange a €té laissé en con-
tact 2 heures. Puis des quantités précises de NaOH 2N ont été ajoutées
de fagon a obtenir un pH proche de 7,4, En tenant compte des variations
de volume connues, les IgE ont été dosées. Dans la méme série de
dosage a été déterminé le contenu en IgE du pool d'origine.




Rats HOODED-LISTER réinfestés le
l66éme jour aprés leur premiére
infestation

: : Rats HOODED-LISTER
témoins de la premi&re infestation

Nombre de

(
(
(
(
(
( : Taux sérique des IgE : -

sérums X sérums i
E . dosés en pg/ml i dosés X .en Pg/ml
( T TTTTTTTTTTTTTTTTTTT T : T TTTT T TTTTTTEET T
( J 160 : 5 2,18 (1,41 - 3,36) : J .160 : 3 s+ 2,35 (0,83 - 6,64)
( : : : :
(J 166 + 2 : 6 s 2,27 (1,82 - 2,84) H J 168 3 : 2,54 (1,90 - 3,41)
( : : : : . :
(J 166 + 9 : 6 s 2,74 (2,20 - 3,42) : J 175 3 : 5,47 (3,29 - 9,07)
( : : : :
( J 166 + 16 : 5 8,68 (5,87 -12,82) : J 182 : 3 < 1,83 (1,30 - 2,58)
( : : , : : :
(J 166 + 23 : 4 : 12,88 (8,92 -18,60) : J 189 2 : 1,26 (0,97 - 1,64)
( : : : :
( J 166 + 30 : 4 : 90,23 (64,20~-126,82) J 196 : 2 : 1,50 (1,41 - 1,60)
( : : : : :
( J 166 + 37 : 5 :+ 53,18 (32,25-87,69) : J 203 : 2 : 2,06 (1,74 - 2,44)
( : : : : :
(J 166 + 44 : 5 s 30,43 (19,50-47,47) : J 210 2 :+ 1,81 (1,44 - 2,28)
( : : ’ : : :
TABLEAU X : Moyenne géométrique des taux sériques d'IgE obtenus chez les rats HOODED-LISTER = -

réinfestés par 800 cercaires le l66éme jour aprés leur premiére infestation, et

chez les rats HOODED-LISTER témoins de la premiére infestation par 800 cercaires.

N N M Nt N el i N N N N S N Nl Nt Nl et N o Nt Nt N S’ Nt St
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Plusieurs expériences ont été réalisées et le plus grand
coefficient de variation obtenu a été de 14 %, soit un coefficient du
méme ordre de grandeur que celui obtenu dans le cas de 1'étude de 1la
reproductibilité intra-série.

Un méme lot d'immunoadsorbant "S. mansoni-Sépharose"” a
servi a la préparation de 5 colonnes. Sur chacune de ces colonnes nous
avons passé un ml d'un méme pool de sérums de rats infestés. Les 5
éluats ont été dosés dans la méme série de dosage. Le coefficient de
variation obtenu était de 21 %. Ce coefficient est trés 1égérement
supérieur (de 2 %) au coefficient de variation le plus élevé trouvé
lors de notre étude de la reproductibilité intra-série pour le dosage
radioimmunologique des IgE.

La détermination des taux d'anticorps IgE spécifiques du
parasite est faite aprés élution de ces anticorps retenus sur 1'immu-
noadsorbant. Cette méthode présente le désavantage d'une adsorption
non spécifique d'anticorps et en particulier d'IgE non dirigées contre
S. mansoni., Comme les taux d'IgE totales sont élevés chez les rats
infestés par S. mansoni, il apparaissait nécessaire de prendre en
considération 1'interférence de ces IgE retenues non spécifiquement
sur 1'immunoadsorbant. ' ‘ ,

Nous avons déterminé.le taux d'IgE &luées d'immunoadsor-
bants mis en contact avec des dilutions variées d'un sérum de rat
myé&lomateux (my&lome a IgE : IR 162, aimablement fourni par le Dr
H. BAZIN). Ce sérum est titré a 5,7 mg d'IgE par ml et est dilué

dans du sérum de lapin normal de fagon a obtenir des solutions conte-
nant de 100 pg a 0,05 Hg d'IgE par ml.




Les résultats sont indiqués dans Ta figure 9. Nous voyons
que 1'adsorption non spécifique dépend du taux global d'IgE dans le
sérum. Elle est du méme ordre de grandeur (environ 0,02 - 0,03 Fg/m])
pour des taux d'IgE totales entre 0,05 et 12,5 Fg/m], puis s'accroit
pour des taux d'IgE totales plus élevés.

Les résultats précédents (tableau V) nous permettent de
dire que pour les rats FISCHER sains et infestés, les taux sériques
d'IgE totales sont compris entre 0,05 et 25 pg/ml. Nous voyons que
dans ces conditions, les valeurs de 1'adsorption non spécifique sont
comprises entre 0,02 et 0,05 pg/m]. Pour les rats HOODED-LISTER
sains et infestés (tableau VI), les taux sériques d'IgE totales com-
pris entre 1,56 et 100 Pg/m] correspondent a des valeurs dfadsorption
non spécifique comprises entre 0,03 et 0,11 pg/m].

Pour chaque lignée, nous avons déterminé le domaine de
confiance a 95 % des taux d'IgE non spécifiques. Les résultats sont
‘indiqués dans le tableau XI. Nous retiendrons comme seuil de positi-

vité pour les IgE anti-S. mansoni, les concentrations suivantes :

0,06 Fg/m] pour le rat FISCHER
0,12 pg/m] pour le rat HOODED-LISTER.

B - Evolution des IgE spécifiques du parasite chez le
~ rat infesté

L'évolution des IgE sériques spécifiques du parasite a
été étudiée chez des rats femelles, infestés par 800 cercaires de
S. mansoni. L'étude a été réalisée avec des pools de sérums.

1. Rats_FISCHER

Chez les rats FISCHER, deux expériences (chacune avec
10 rats) ont été entreprises.




IgE totales
(pgyml)
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FIGURE 9 : Courbe d adsorptlon non spec1f1que obtenue apres passage sur’
immunoadsorbant de différentes dilutions d'un sérum de rat myélomateux.

En ordonnée est indiqué le contenu en IgE totales de la

dilution passée sur immunoadsorbant et en abscisse le contenu en IgE
de 1l'éluat correspondant.
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TABLEAU XI : Détermination du taux des IgE non

spécifiques éluées de 1l'immuno-
adsorbant et du seuil de positivité
retenu pour l'étude des anticorps

IgE spécifiques de S. mansoni.
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L'évolution des IgE totales et spécifiques est indiquée
dans 1a figure 10. Les anticorps IgE apparaissent trés tot aprés
1'infestation. Un premier pic est observé le 26éme jour (0,16 Vg/m]
groupe 1) ou le 17eéme jour (0,07 pg/ml : groupe 2). Aprés une décrois-
sance, un second pic plus haut que le premier est atteint le 60éme
jour (0,86 pg/ml : groupe 1 ; 0,19 pg/ml : groupe 2). Les taux d'anti-
corps IgE spécifiques montrent ensuite une décroissance importante et
s'annulent le 70&me jour (groupe 1) ou le 86éme jour (groupe 2). Puis
une troisiéme remontée du taux est observée dans chaque groupe.

2. Rats_HOODED-LISTER

Chez les rats HOODED-LISTER, une expérience avec 10 rats
a été réalisée (figure 11). Deux pics d'anticorps IgE sont observés ;
le premier pic, le 30éme jour aprés 1'infestation, atteint une valeur
de 1 pg/mls le second,observé le 55éme jour,a une valeur de 2,4 pg/ml.
La décroissance observée aprés le second pic n'est pas aussi marquée
que celle obtenue au méme moment chez les rats FISCHER ; une autre
différence est 1'absence d'une troisiéme remontée du taux des anti-
corps IgE.

III - REAGINES CIRCULANTES SPECIFIQUES DU PARASITE CHEZ LE RAT
INFESTE PAR SCHISTOSOMA MANSONI

Les réagines circulantes spécifiques de S. mansoni ont
été déterminées dans des pools de sérums de rats femelles infestés
par 800 cercaires. La détermination a été effectuée par réaction

d'anaphylaxie cutanée passive sur des rats receveurs HOODED-LISTER miles.

A - Rats FISCHER

Chez les rats FISCHER, 1'évolution des réagines anti-
S. mansoni a été déterminée sur des pools de sérums de 20 rats.
Les résultats sont indiqués dans le tableau XII et la figure 12.
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FIGURE 10 : Evolution des IgE sériques totales (

)
et des IgE sériques spécifiques de S. mansoni (----- )

chez les rats FISCHER infestés par 800 cercaires.
Groupe 1 ( ¥ ) ; Groupe 2 ( @ ).
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FIGURE 11 : Evolution des IgE sériques totales ( ——)

- T,

et des IgE sériques spécifiques de S. mansoni ( ----) /;Rmﬁ
. Yoo

chez les rats HOODED-LISTER infesté&s par 800 cercaires. \.?x'
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1 -1 : 96 ; 2 ~1 §

TABLEAU XTI

Titres des réagines anti-

S. mansoni obtenus, a

différents jours aprés l'in-
festation, chez les rats FISCHER
infestés par 800 cercaires.
Chaque pool de sérums est testé

sur deux rats receveurs,
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Les réagines spécifiques du parasite apparaissent aprés le 26éme jour
de 1'infestation. Le taux maximal est obtenu le 33éme jour ; puis les
réagines diminuent et ne sont plus détectées le 50éme jour. Elles sont
3 nouveau présentes entre le 60éme et le 80éme jour aprés 1'infestation.

B - Rats HOODED-LISTER

Chez les rats HOODED-LISTER, des pools de sérums de 15 rats
ont été employés. Les résultats de 1'évolution des réagines sont
indiqués dans le tableau XIII et la figure 12. Les taux de réagines
atteignent un maximum aux environs du 30é&me jour aprés 1'infestation,
puis décroissent 1égérement jusqu'au 100éme jour.

IV - IMMUNITE NATURELLE CHEZ LE RAT HOODED-LISTER

L'immunité naturelle est connue chez le rat FISCHER
(CAPRON-DUPONT, 1974). I1 nous a paru intéressant de 1'&tudier chez
le rat HOODED-LISTER afin de pouvoir comparer 1'évolution de la popu-
lation des vers vivants chez ces deux lignées et les évolutions des
IgE totales et spécifiques.

Trente cinq rats HOODED-LISTER mdles ont &té infestés
par 800 cercaires de S. mansoni. Par groupe de 5 rats, les foies ont
été perfusés a différents temps aprés 1'infestation. Les résultats
sont indiqués dans le tableau XIV et 1a7figure 13. Le maximum de vers
est trouvé dans le foie, 21 jours aprés 1'infestation. Environ la
moitié des vers est &liminée entre le 21éme et le 35éme jour ; mais
d 70 jours (date a laquelle s'arréte notre expérience), une vingtaine
de vers est encore trouvée dans le foie.
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42
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Titres :
0-0 :
0-0
0-0
0 -0 ;

128 - 128
128 - 128 :
16 - 32 :

Jour : Titres
51 : 32 - 32
71 : 8 - 32
78  : 32 - 32

85 : 16 - 16

92 32 - 16

99 : 16 - 4

106 : 16 - 16

TABLEAU XIIT :Titres des

S. mansoni

réagines anti-

obtenus, a

différents
festation,
HOODED-LIS
800 cercai
de sérums

rats recev

jours aprés l'in-
chez les rats
TER infestés par
res. Chagque pool
est testé sur deux

eurs.
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Logzdutitre

‘FIGURE 12 : Evolution des taux de réa-

gines anti-S. mansoni obtenus & diffé-

rents jours aprés l'infestation chez
les rats FISCHER ( @—@) et
HOODED-LISTER ( ¢————¢@ ) infestés
par 800 cercaires.

Pour chaque jour a été

calculée la moyenne arithmétique des
log2 des titres de PCA.




2 Nombre : Nombre de vers obtenus ;
§ dzpiggrs ; (moyenne T écart type ;
E l'infestation : de la moyenne) ;
§ 12 35,4 £ 7,2 ;
E 21 73,8 £ 11,2 i
2 28 : 38,6 £ 5,8 ;
E 35 44,4 % 9,5 ;
§ 42 14,8 ¥ 3,3 ;
E 56 30,2 £ 3,8 ;
E 70 20,48 % 2,4 2

TABLEAU XIV

! Nombre de vers obtenus aprés

perfusion de foies de rats
HOODED-LISTER, infestés par
800 cercaires, & différents

temps aprés l'infestation.
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Nombre de ve'rs

100 L
90 L
80 L
70 L
60 L
SO L
40 L
30 L
20 L
10 L

0 25 50 75 Jours

FIGURE 13 : Immunité naturelle chez le
rat HOODED-LISTER infesté par 800 cer-
caires. La courbe indique l'évolution
du nombre de vers, obtenus par perfu-
sion de foie, a différents jours aprés
l'infestation ( e : moyenne arithmé-

tique ; ® : valeurs individuelles).
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V - POTENTIALISATION PAR SCHISTOSOMA MANSONI DE LA REPONSE IgE
ANTI-OVALBUMINE

Nous avons étudié la potentialisation par S. mansoni de
la réponse IgE anti-ovalbumine, chez des rats HOODED-LISTER femelles.
L'expérience est résumée dans le tableau XV.

Les rats des groupes I, II et III regoivent chacun une
injection intra-péritoncale de 10 pg d'ovalbumine (MILES Laboratories)
en solution saline et d'une ampoule de 1 ml de vaccin anticoquelucheux
adsorbé employé comme immunostimulant (vaccin PERTHYDRAL contenant
5 milliards de germes tués de B. pertussis : Institut Pasteur
Production).

Les rats du groupe II sont infestés par 800 furcocercaires

de S. mansoni, 15 jours aprés leur immunisation par 1'ovalbumine.

‘ Les rats du groupe III recoivent 15 jours aprés leur immu-
nisation par 1'ovalbumine, une injection intra-péritonéale de la frac-
tion non dialysable d'un incubat de schistosomes (chague rat recgoit
100 P] d'un incubat dialysé provenant de 10.000 schistosomes incubés
dans 10 ml d'eau distillée).

Les rats témoins (groupe IV) sont maintenus dans les mémes
conditions d'animalerie que les rats des groupes I, II et III.

Les rats sont saignés & intervalles réguliers, et les pools
de sérums de chaque groupe sont testés en réaction d'anaphylaxie cutanée
passive (PCA) afin de déterminer leur contenu en réagines anti-ovalbumine.
Les résultats des titres de PCA sont indiqués dans le tableau XxVI et
la figure 14. |

Chez les rats immunisés (groupe I), les réagines anti-oval-
bumine sont détectées le l4éme jour aprés 1'immunisation. Leur taux
est sensiblement le méme jusqu'au 27éme jour aprés 1'immunisation
puis diminue entre le 27éme et Te 42&me jour. Leur taux reste constant
entre le 42éme et le 63éme jour puis diminue foftement entre le 63éme
et le 125&8me jour aprés 1'immunisation.
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( : : : : )
( Groupe : I R T T s A
( expérimental : : : : )
o e o t )
( : : s : )
( Nombre de rats 6 : 6 : 6 : 6 )
o S o e o o ;
( : : : :
( Immunisation : OVA : ova : ovVA : )
( aJdg=290 : + : + : + : - )
( (J' = -15) : Bp : Bp : Bp : )
O e e o o )
A« : : : : )
( Infestation : : : : )
(- ou injection : : 800 : : )
L P i B e - . . £l -
§ d 1n§u§?t=d3alyse: ' ‘cercaires| 1d . ;
( (J = 15) : : : : )
( : : : : )

TABLEAU XV : Protocole de l'expérience de potentialisation

par S. mansoni de la réponse IgE anti-ovalbu-

mine.

OVA : ovalbumine

Bp : Bordetella pertussis

Id : incubat dialysé
J : Jour avant ou aprés 1'immunisation
J' : Jour avant ou aprés 1l'infestation ou

1'injection d'incubat dialysé.
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E J ; J!' ; GROUPE I : GROUPE I1 : GROUPE III;
e oo o ;
( 7 : -8 : 0 -0 : 0-0 : 0-0 )
§ 14 : -1 : 512 - 256 ; 512 - 512 :1024 - 1024;
E 19 : 4 : 256 - 256 : 256 - 128 : 256 - 256 ;
2 27 : 12 : 256 - 256 : 128 - 256 : 256 - 512 ;
g 35 : 20 : 64 - 64 i 256 - 256 : 256 - 256 ;
% 42 : 27 : 32 - 32 : 512 - 512 : 128 - 128 ;
§ 49 : 34 : 32 - 32 ; 512 ~ 256 . 128 - 128 ;
g 56 : 41 ¢ 16 - 32 :+ 512 - 512 : 128 - 64 )
f 63 : 48 : 32 - 32 : 128 - 128 : 64 - 64 ;
§125 (110 : 4 - 2 : 128 - 64 . 16 - 16 i

Tableau XVI : Titres des réagines anti-ovalbumine
obtenus chez les rats HOODED-LISTER
des groupes expérimentaux I, II et
IIT.

Chaque pool de sérums est testé sur

deux rats receveurs.

J : Jour aprés l'immunisation
J' : Jour avant ou aprés l'infesta-
tion par 800 cercaires ou l'injec-

tion d'incubat dialysé.
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] |092 du titre
10L
9L
81
7L
61
51
41
3L
21
11
L L I 1 e 1 1 1 II A
0 5 15 25 35 45 55 65 I 125 Jours
0 10 20 30 40 50 no
Immunisation
Infestation
ou,
Injection

FIGURE 14 : Evolution des taux de réagines
anti-ovalbumine obtenus chez les rats
HOODED-LISTER des groupes expérimentaux I,
ITI et III.

Pour chague jour a &té calculée
la moyenne arithmétique des lqu des titres
de PCA.

Groupe I : @
Groupe II :m
Groupe III :a
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L'évolution du taux des réagines anti-ovalbumine chez
le groupe II (rats immunisés puis infestés) différe de celle du
groupe I & partir du 35eéme jour aprés 1'immunisation, scit le 20eme
jourlaprés 1'infestation. Le taux des réagines s'éléve le 27éme jour
puis se maintient en palier jusqu'au 4léme jour aprés 1'infestation.
Cent dix jours aprés 1'infestation, le taux est supérieur a celui
des témoins immunisés.

Le graupe des rats ayant regu une injection d'incubat
dialysé 15 jours aprés Teur immunisation (groupe III) se distingue
du groupe I & partir du 35éme jour suivant 1'immunisation, soit le
20éme jour aprés 1'injection. Le taux des réagines est alors plus
élevé que celui des animaux uniquement immunisés (groupe I). A
partir du 27éme jour aprés 1'injection, le groupe III présente cepen-
dant un taux moins important que celui des animaux du groupe II
(immunisés, infestés). Le groupe III ne présente pas notamment la
remontée du taux des réagines entre le 20éme et le 41éme jour, observée
“dans le groupe II. '

Nous avons également déterminé Te contenu en réagines
anti-ovalbumine de pools de sérums de rats témoins sains maintenus
dans les mémes conditions d'animalerie ; le titre maximum que nous
ayons obtenu a été de 8.




CHAPITRE

4

DISCUSSION
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Deux types de résultats ont &té acquis dans notre étude de
la réponse IgE au cours de la bilharziose expérimentale du rat :

- nous avons d'une part déterminé 1'évolution des IgE sériques
chez le rat infesté ou réinfesté par S. mansoni, et &tudié un des
mécanismes inducteurs de 1'élévation des IgE, la potentialisation
de réponses réaginiques préexistantés ;

- nous avons d'autre part réalisé 1'étude cinétique des IgE spéci-
fiques du parasite par méthode immunochimique, et par méthode
biologique (réaction d'anaphylaxie cutanée passive).

Nous discuterons ces deux aspects, et pour chacun d'eux,
nous verrons la corrélation avec d'autres phénoménes biologiques
connus dans la schistosomiase du rat.








































































































































































































































