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RESUME. 

Le dosage radio immunologique e t  la  combinaison chromatographie 

liqwide haute ~erfomance - dosage radio immunologique ont permis 

de mettre en évidence pour la première fois ,  l a  nrésence d'ecdysone 

e t  de 20 hydroxyecdysone chez 1 e parasi te  humain Sckin-tuaoma mamuni. 

Ces hormones apparaissent r 

- A J l l  : période de transition entre la forme juvénile e t  l e  

parasite adulte, caractérisée par des paramètres physiologiques précis 

du schistosome. 

- A 540 : période de maturation du système reproducteur femelle, 

caractérisée par la ponte des oeufs. 

Les schistosomes excrètent , dans le  sang e t  les urines de leur hôte, 

ces ecdystéroides dès l e  6 ème jour de l ' infestat ion.  

Alors qu'une rétention de ces hormones sériques e s t  observée chez des 

animaux permissifs (hamsters , singes) e t  chez 1 'homme , on note une 

diminution de ces ecdystéroides parasitaires chez l'animal semi 

permissif ( r a t s ) .  

Le rôle possible de ces hormones parasitaires, ainsi que leurs 

applications sont discutés. 

MOTS CLES : SCHISTOSOMI ASE/TREMATODA - ECDYSTEROI DES/HORMONES STEROI DES - 
DOSAGE . IMMUNOLOGIE - ANALYSE . CHROMATOGRAPHIE PHASE 

LIQUIDE - SERUM . DEPISTAGE - U R I N E  . DEPISTAGE . 





"La schistosomiase (ou Bilharziose) constitue u n  problème 

sérieux dans 73 pays tropicaux où l e  nombre de personnes infectées e s t  

estimé a plus de 200 millions" (note d'information de 1 'Organisation 

Mondiale de la Santé . Mai 1982). 

Préoccupation majeure de 1 'Organisation Mondiale de 1 a Santé, 

(O.M.S.), cet te  maladie gagne du terrain du f a i t  de la  mise en valeur 

des ressoukces hydriques dans l a  plupart des pays tropicaux en développe- 

ment . 

Découverte en 1851 par l e  chercheur allemand BILHARZ, l a  bilhar- 

ziose es t  une parasitose des zones inter-tropicales dont les  agents sont 

des vers gonochoriqueskiu genre Schi stosoma (Wei nl and), Trématodes Schi stoso- 

mati dae de 1 'embranchement des Plathelminthes. 

11 existe en f a i t  cinq principales espèces de Schi stosomes patho- 

gènes pour 1 'homme : 

S c h t o a o m a  r i r î n o L  (Sambon, 1907) : Agent de 1 a bi  1 harziose 

intestinale e t  hépatospl éni que 

S c h t o a o m a  h a w a t o b i w n  ( B i  1 harz, 1852) : Agent de la bi 1 harziose 

urinai re 

Sckiatoaoma japonicum (Katsurada, 1904) : Agent de 1 a bi 1 harziose 

hépatosplénique d'Extrême-Orient 

Sckintoaoma ivLtetrcda2wn (Fi scher, 1934) : Agent de 1 a bi 1 harziose 

rectale. 

S c ~ X o a u m a  mehungi (Voge, Bruckner e t  Bruce, 1978) : espèce 

nouvelle séparée de S. japonicum. 



Comme beaucoup de paras i tes ,  l e s  schistosomes présentent  des 

adaptat ions étonnantes pour r é u s s i r  l e u r  c y c l e  qu i  impl ique obl i g a t o i  - 
rement e t  successivement un mollusque d'eau douce (appelé hôte in termé- 

d i a i r e )  e t  un ver tébré  (appelé hate d é f i n i t i f ) .  

Chez l'homme, l e s  premiers signes c l i n i q u e s  vont  appara f t re  30 

à 50 j o u r s  après l ' i n f e c t i o n ,  s o i t  brusquement, s o i t  t r è s  progressivement 

ou a l o r s  passer inaperçus. Généralement, l e s  signes d i g e s t i f s  e t  

i n t e s t i n a u x  se s i  t u e n t  au premier plan. Ces symptômes sont  causés essen- 

t i e l  lement pa r  l e s  1 és ions t i s s u l a i r e s  provoquées par  ?.es réac t i ons  

granul omateuses se développant autour  des oeufs . 

En dehors des v a r i a t i o n s  des constantes b io log iques comme 1 'hyper- 

éosinophi l i e  ou 1 'augmentation des transaminases, 1 a dé tec t i on  des oeufs 

dans l e s  s e l l e s  (S. mansoni) ou dans l e s  u r i n e s  (S. haematobium) e s t  ca- 

p i t a l  e pour conf i rmer  l e  d iagnost ic .  

A ce stade seulement, une ch imio thérap ie  f a i s a n t  i n t e r v e n i r  des 

composés mor te l s  pour l e s  pa ras i tes  (ant i -métabol iques)  mais aussi  tox iques 

pour 1 'homme, peut  ê t r e  mise en oeuvre. Même après guérison, l e s  séquel les 

p e r s i s t e n t  chez l e  p a t i e n t  (granulomes, f i b r o s e  hépatique). Sachant qu '  i 1 

n ' e x i s t e  aucune méthode prévent ive  pour de t e l  l e s  maladies, l a  m i  se au 

p o i n t  de techniques diagnost iques sensib les e t  de vaccins c o n s t i t u e r a i e n t  

de précieux o u t i l s  de l u t t e .  

Les recherches menées au Centre d '  Immunologie e t  de B i o l o g i e  

P a r a s i t a i r e  de L i  11 e sont  essen t ie l  lement axées vers 1 'étude des mécanismes 

e f f e c t e u r s  de 1 ' immunité à Schi stosoma mansoni . Des mécanismes t r è s  



efficaces faisant intervenir des phagocytes mononucléés e t  des éosino- 

philes en présence d'anticorps de classe IgE e t  de sous-classe IgG2a ont 

été clairement démontrés chez l'homme comme chez le  rat.  En ef fe t ,  ces 

anti corps dirigés contre l e  parasi t e  induisent 1 'activation, 1 'adhérence 

e t  1 a cytotoxi ci t é  des ce1 1 ules effectrices vi s-à-vi s de jeunes schi sto- 

somules (formes larvaires infestantes de l ' h6te défini t i f ) .  

Malgré 1 'eff icacité de ces systèmes, 1 'expérience indique que l e  

parasi te  devient très vite insensible à ces attaques immunes. 

A ce sujet ,  nous devons rappeler qu'en plus de la  notion d'immu- 

ni t é  concomitante introduite par Smi thers e t  a l .  ( 1969), à savoir que 

l e  parasite stimule une réponse immunitaire don t  i l  évite les conséquences, 

1 e parasi t e  évol ue e t  présen t e  de nombreuses di fférenci a t i  ons chez son 

hôte déf ini t i f .  

Dans cet espri t ,  les recherches effectuées sur 1 a différenciation 

du complexe membranaire dé1 imi tant l e  tégument externe du parasi t e  ont 

apporté les prémices de phases critiques du développement de ce métazoaire 

(TORPIER e t  al .- 1982.) 

C'est ainsi que 1 'étude structurale de remaniements des protéines 

intégrales de 1 a membrane induits par anticorps ou naturel lement observabl ec 

a permis de détecter un phénomène de desquamation membranai re vers le  

15ème jour de 1 'évolution du parasi t e  (TORPIER e t  a1 . -1982). Un tel 

phénomène rappelait étrangement l e  processus de mue chez les  arthropodes 

où ces métamorphoses sont induites par des hormones spécifiques : l'ecdysone 

e t  l a  20 hydroxyecdysone. 



La physiologie endocrine des trématodes présentant de nombreuses 

lacunes, i l  nous a paru essentiel de contribuer par un travai 1 de recher- 

che fondamentale à une meilleure connaissance des réactions endocrines 

essentiel les dont dépendent le  développement e t  la reproduction du 

parasi te. 

Des études préliminaires nous o n t  montrées qu'une te l le  étude é ta i t  

possi ble(TORP1ER e t  a1 .-1982). 





CHAPITRE 1 : CONNAISSANCES ACTUELLES SUR L E  PARASITE, 

I l l l  L E  CYCLE P A R A S I T A I R E ,  

1.2.1. NATURE DE L 'HOTE D E F I N I T I F  ET DEVELOPPEMENT PARASITAIRE. 

1.2.2. INFLUENCE DE L A  PHYSIOLOGIE DE L 'HOTE D E F I N I T I F .  

1.2.2.3.  Hohmon&5 exagitna méXaboUées pah S .  manboni. 

1.2.3. INFLUENCE DES PARASITES ENTRES EUX. 

1.2.4. HORMONES DU PARASITE. 



7 - 7 .  L E  CYCLE P A R A S 7 T A 7 R E  

Les Schistosomes sont des invertébrés sexués. Le mâle e t  l a  

femelle, dont la durée de vie peut atteindre une vingtaine d'années, 

vivent accouplés dans les veinules de la  sous-muqueuse intestinale, 

ou de la  vessie selon 1 'espèce parasitaire (Fig. l . A ) .  

La production d'oeufs e t  de sperme es t  continue. Ainsi, la  

femelle pond de 15 à 30 oeufs par jour. 

Chaque oeuf pourvu d ' u n  éperon latéral (S.  mansoni) ou terminal 

(S. haematobium) diffuse des enzymes e t  provoque de graves lésions tissu- 

1 aires pouvant même conduire â des tumeurs cancéreuses épi thé1 i al es 

(carcinomes). 

Les oeufs s'accumulent dans les  fins capi 1 laires superfi ciel s 

e t  provoquent leur congestion. L'éclatement de ces capi 1 la i  res 1 i bère 

les oeufs dans la lumière de l'organe parasité (Fig. 1.B). 

Ces derniers, rejetés à 1 ' extérieur de 1 ' organi sme avec 1 es fécès 

(S. mansoni), ou les urines (S. haematobium), éclosent au contact de 1 'eau 

douce e t  donnent naissance à un miracidium (Fig. l.C). 

A ce stade, le  cycle évolutif nécessi t e  obligatoirement 1 ' inter-  

vention d ' u n  hôte intermédiaire : un mol lusque d'eau douce spécifique 

de chaque espèce de Schistosome (Fig. l . D ) .  

- Butinus contLllttU.?l pom SckinXoaoma hamcLtobiwn 

- RiomphaeLvua glabtratcr powt ScCtinXosùma m a m u n i  

- UncamUunia noauphotra pom SchhXosoma japonicum, trace japonainc 

- BuRinun ~ o h c s M  puwr SchhJtohatna in;tencddtwn, eapèce du Zahe 

- U h o g l  yphopah apehta puwt SchbXoaoma mekongi. 



Le mi raci di um, 1 arge nageante ci 1 i ée, pénètre dans le mol 1 usque 

au niveau des tentacules par un phénomène d'attraction miracidienne non 

totalement él uci dé. 11 subit des transformations pour devenir u n  sporocyste 

primaire produisant à son tou r  des sporocystes f i l  s qui donnent naissance 

à des cercaires (Fig. 1 . D . ) .  Ces formes ultimes seront libérées par l e  

mollusque parasité, de 30 à 40 jours après son infestation (Fig. l . E )  

sel on une chronobiologie préci se. 

Ce phénomène d'ampl ification par mu1 t ip l  i cation asexuée à 1 ' é t a t  

larvaire permet q u ' u n  mol lusque infesté par un  seul miracidium puisse 

émettre plusieurs mi 11 iers  de cercaires génotypement identiques. 

La cercai re e s t  une deuxième larve nageante, non c i l iée ,  mais 

pourvue d '  un appendice caudal fourchu ( furcocercai re)  . Cette 1 arve i nfes- 

te activement 1 'homme par voie transcutanée (Fig. l .F )  e t  se transforme 

en ce que l'on appelle u n  schistosomule. 

Cette nouvelle larve s'engage dans les veines e t  les vaisseaux 

lymphatiques, gagne l e  coeur par la  circulation de retour (Fig. l . G ) ,  puis 

les poumons (Fig . 1 . H )  . Après retour au coeur, 1 es parasi tes parviennent 

au foie par 1 'intermédiaire de la circulation veineuse du système porte 

(8 - 10ème jour). Dans le foie, les parasites deviennent adultes. Les 

vers adultes, après accouplement remontent l e  flux à contre-courant 

(Fig. l . A )  e t  par u n  tactisme particulier à chaque espèce, gagnent une 

ramification veineuse déterminée pour la ponte (Fig. l . B ) .  



Fig. 1 : LE CYCLE PARASITAIRE DE SCHISTLISOMA MANSONI. 



Fig. 1 



7 . 2 .  HORMONES ET 1NTERFACES HOTE-PARASTTE 

7 . 2 . 1 .  NaXune d e  l ' h ô t e  d&d.ivti;tib et dév&oppmevLt  p m a e  

Le contraste entre spécificité étroite au niveau Mollusque e t  

spécificité 1 arge au niveau vertébré est  particulièrement net chez les 

schistosomes, sauf pour S. haematobi um. Cependant, 1 'évolution du parasi te 

présente des variation selon l 'hôte vertébré expérimental (BRUMPT - 1936). 

Trois catégories d '  hôtes peuvent être distinguées : 

- les hôtes di ts  "permissifs", comme le  hamster, la souris ou le  cobaye 

assurent aux parasites u n  développement normal e t  présentent les symptomes 

de la maladie ; 

- les hôtes dits  "semi-permissifs" comme le rat ,  rejettent la population 

parasi ta i re  avant 1 a mat~;~ation complète des vers. ; 

- les hates "non permissifs" comme le  porc ou le chien qui ne contractent 

pas 14 ma1adi.e. 

Chez les hôtes eermissifs : --------------- --------- 
- La souris est  le modèle expérimental qui assure une évolution normale au 

parasi t e  ainsi qu  ' une sexualité parfaite. 

- Le hamster est  d ' u n  degré d'efficacité semblable à celui de la souris 

dans le  cas d'infestation à deux sexes (parasites mâles e t  femelles). 

Par contre, en infestation unisexuée à cercaires mâles, une certaine labi- 

1 i t é  de la gonochcrie des parasites peut atteindre 40 % des individus 

- Le cobaye est  u n  modèle expérimental qui permet d'obtenir la féminisation 

des vers mâles dans une proportion p o u v a n t  atteindre 100 Z de la population 

parasitaire mâle, même dans le cas d'infestation bisexuée (BUTTNER - 
1950). L'une des illustrations les plus significatives es t  ce1 le donnée 

par VOGEL (1947) qui infeste simultanément des cobayes e t  des souris 

avec des cercaires. Cet auteur constate chez l e  cobaye qu'environ 40 % 

des parasites mâles présentaient un ovaire à des degrés divers de dévelop- 

pement e t  dans de rares cas un ovotestis. 



Bien que ces expériences n 'aient pas f a i t  1 'objet d'investigations 

plus poussées, on peut cependant en conclure que la gonochorie chez les 

schistosomes n 'es t  pas déterminée de façon irrévocable e t  peut présenter 

une certaine 1 abi 1 i t é  influencée par 1 a nature de 1 ' hôte expérimental . 

Chez les hates semi-eermissifs : .................... --------- 

CIOLI montre la réversibilité du phénomène de croissance de 

S. mansoni chez le  rat.  En e f fe t ,  l es  rares vers infestants de S. mansoni 

dgés de plus de 15 jours sont "chétifs". I l s  restent dans l e  foie e t  les 

femelles pondent en faible quantité des oeufs non fe r t i l i sés .  

Après un transfert chirurgical de ces parasites chez un hôte 

permi ssi f comme l e  hamster, i 1 s augmentent de ta i  1 le ,  se 1 ocali sent dans 

l e  mésentère, e t  les femelles se remettent à pondre des oeufs normaux. 

Inversement, quand des parasites juvenilessonttransplanté~ du 

hamster chez le  ra t ,  i l s  régressent en t a i l l e ,  restent localisés dans l e  

foie e t  les femelles pondent des oeufs incomplètement formés (CIOLI 

e t  a l . ,  1977). 

Selon 1 ' é ta t  physiologique d ' u n  même hbte, 1 'évolution du parasi t e  

sera différente, en particulier selon l e  taux en hormones sexuelles du 

vertébré. Expérimentalement, ces modi fications hormonal es sont obtenues 

soi t  par castration, soi t  par injecti on d '  hormones exogènes à 1 'animal . 

Les modèles expérimentaux ut i l i sés  pour ce genre d'étude sont le 

ra t ,  l e  cobaye ou le  hamster. 



La mutilation apportée par la castration modifie 1 a physiologie 

de 1 'animal , ce qui rend d i f f ic i l e  ce genre d'approche e t ,  par voie 

de conséquences, peut expliquer les résultats parfois contradictoires 

dans ce domaine. En général, la castration de l 'hôte inhibe l e  déve- 

loppement du parasite mâle (BERG , 1953-ROBINSON- 1959 ) 

L I  injection de testostérone diminue davantage l e nombre de vers 

femelles que de males. Par contre, la castration de 1 'hôte, associée à 

des injections de testostérone, diminue de façon égale l e  nombre de para- 

s i t es  mâles e t  femelles (BERG , 1957). 

On s a i t  depuis longtemps que l'administration de testostérone 

à des souris infestées réduit l e  nombre d'oeufs émis par l e  parasi t e  

e t  induit la formation de vers hermaphrodites (ROBINSON - 1957 1 ,  

Les anti -testostérones, comme l ' éthyl ène Di Méthane Sul phonate 

(EDMS) conduit à la s t é r i l i t é  des vers par la disparition des testicules 

chez les parasites mates e t  à l'involution des ovaires chez les parasites 

femelles (DAVIES & JACKSON , 1970). 

L'action des oestrogènes, sous forme d'implant de 20 mg, es t  

comparable à celle de la testostérone (BARRABES , DUONG & COMBESCQT 

, 1979). Certains auteurs pensent que cette action protectrice es t  sous 

la dépendance de la forme tridimensionnelle de la molécule. 

Toutes ces expériences sur l 'influence d'hormones exogènes sur 

l e  parasite ont conduit les équipes de recherche à l 'étude plus précise 

des interactions hormone-parasite. Si quelques travaux montrent la présence 



de stéroïdes chez S. mansoni, i l  semble à peu près certain que l a  synthèse 

de ces hormones ne soit effectuée qu 'à  partir de précurseurs exogènes. 

Dans le cas de S. mansoni, seuls les adultes sont capables de convertir 

certai ns stéroïdes ( Cholestérol , Cortisone, Estrone, Testostérone, 17 OH. 

progestérone) (BRIGGS , 1972).  

De plus, les inhibiteurs de la  conversion de certaines hormones 

stéroïdes ont également la possibilité lorsqu'ils sont injectés à un 

animal parasité, de diminuer la charge parasitaire e t  le nombre d'oeufs 

dans les féces (BRIGGS . , 1972). 

7 . 2 . 3 .  Zn~Luence decl pmailLtea en&e eux 

Le troisième type de facteur ayant une action sur l e  développement 

parasitaire est  la présence ou non du parasite de 1 'autre sexe. Dans le 

cas de S. mansoni e t  S.  japonicum, 1 'absence du partenaire male entraTne 

1 e développement anormal du système reproducteur du parasi te femel le. 

En général, dans les infestations unisexuées, le  mâle se développe 

normalement e t  produit du sperme alors que l a  femelle ne peut atteindre 

sa maturi té sexuel le. 

La mise en présence en culture in vitro de parasites males e t  

femelles provenant chacun d'infestations unisexuées, conduit en quelques 

heures à l'accouplement des parasites. L'analyse des femelles révèle 

une reprise du développement de leurs glandes vi tel 1 ines. De même, 1 a 

présence d'extraits acétone ou éther de mâles, dans une culture in vitro 

de femelles unisexuées, permet la reprise de 1 a maturation du système 

reproducteur femelle (SHAW e t  a l . ,  1977 ; CLOUGH , 1981). Par 

contre, les femelles de S. haematobium maturent normalement lorsqu'elles 

sont en infestation unisexuée, mais les oeufs pondus dans le foie ne 



contiennent pas de miracidium (SABHA e t  a1 .-1977). Bien qu'il a été 

démontré qu'une protéine de 66.000 daltons ,synthétisée par les schisto- 

-somes mâles é t a i t  transférée à la femelle lors de l'accouplement (ATKINSON 

e t  al.-1980),nous ne connaisons pas actuellement l a  nature du,ou des, 

facteur(s) qui permet le développement normal du système reproducteur 

femelle (SHAW - 1977). 

L'étude des hormones propres aux parasites n ' a  jamais été, pour 

des raisons évidentes, un axe priori ta i re  de recherche. La priorité é ta i t  

portée sur la biologie du parasite (métabolisme ; formation des oeufs) 

e t  sur 1 'immunologie (antigénicité ; mécanismes effecteurs ; réponse 

parasitaire) en vue d'une prophylaxie efficace e t  à court terme. 

Les études portant sur le  système hormonal sont essentiellement 

axées sur les neurotransmetteurs et,en ce qui concerne S. mansoni, aucun 

travail n'est mentionné concernant d'autres types d'hormones. 

Le 5-Hydroxytryptami ne e t  les catécholamines sont les principal es 

amines biogènes étudiées chez 1 e parasi te humain S. mansoni . La 5-OH- 

tryptamine mise en évidence par le  microscope à fluorescence est  présente 

dans le parasi te à des quanti tés dix fois supérieures à ce1 le  du cerveau 

des mammifères (BENNETT e t  a l . ,  1969). Sa localisation est  ganglionnaire 

e t  nerveuse (BENNETT & BUEDING , 1971). La voie anabolique est double : 

soit par décarboxylation du 5-OH tryptophane, soit par transport actif de l a  

5-OH tryptamine à 1 'intérieur du parasi te  (CATTO e t  a l . ,  1979). Quant  

à la voie catabolique, e l le  conduit à l 'acide 5 OH Indol acétique, qr8ce à 

la présence de la mono-amine-oxydase (NIMMO-SMITH e t  a l . ,  1968). Son 

r6le est essentiellement axé sur la mobilité du parasi te : la sérotonine 



stimule la glycolyse de S. mansoni (MANSOUR , 1967) e t  de F. hepatica 

(HILLMAN e t  al ., 1974) active 1 'adényl cyclase de S. mansoni 

(MANSOUR e t  a l . ,  1960) e t  de F. hepatica (HIGASHI e t  al . ,  1973) 

stimule les mouvements rythmiques du ver. A noter, le parallélisme entre 

l a  localisation mésentérique du parasite S. mansoni e t  la production impor- 

tante de sérotonine par le  mésentère de 1 'homme, par exemple. 

La catécholamines o n t  eté mises en évidence par les méthodes his- 

tochimiques classiques (BENNETT , 1971). Sa localisation je situe dans 

le  réseau nerveux du parenchyme, qui met en contact les troncs nerveux 

avec les terminaisons neuromusculaires sous-tégumentaires du parasite. 

Son r61e possible n'est pas encore élucidé. 

Mise en évidence par les techniques histochimiques de B U E D I N G ,  

elles sont présentes à tous les stades de développement de S. mansoni : 

dans 1 es neurones e t  les terminai sons neuromuscul ai res. Sa présence 

suggère une acti v i  t é  motri ce sensoriel le  (FRIPP , 1947). 
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11.1. INFESTATION DES ANIMAUX D E  LASORATOIRE 

La souche Porto-Ricai ne du parasi te Schi stosoma mansoni est en- 

tretenue à Li 11 e par passages successifs sur hamster (Mesocri cetus auratus) 

e t  Biomphalaria glabrata. Les cercaires émises par ce mollusque sont 

concentrées par phototropisme jusqu'à une concentration de 500 cercaires/ml 

Les animaux de laboratoire (souris, ra t ,  hamster) sont anesthésiés à 

1 ' 1mal gèneR1OO, pui s leurs abdomens rasés. Des anneaux sont al ors main- 

tenus sur l'abdomen e t  ensuite remplis de 1 à 2 ml  de suspension de 

cercaires selon 1 ' importance de 1 ' infestation désirée (SMITHERS 

& TERRY - 1965). 

il. 2. COLLECTE DES PARASITES 

La forme infestante du parasite est u n  organisme eucaryote : l a  

cercaire, constituée d'une tête e t  d'une queue bifides. Lors de la pé- 

nétration dans un tégument d'animal hôte, seule la tê te  franchit cette 

barrière cutanée : la cercaire se transforme en schistosornule. Cette 

transformation est  obtenue au laboratoire par deux techniques : 

(RAMALHO-PINTO e t  a l .  - 1974). 

- lère technique : le passage des cercaires au travers d'une peau de 

souris prëparée extemporanément 

- 2ème technique : la rupture mécanique des parties constitutives de 

la cercaire. 

Cette dernière méthode, aboutissant à ce q u ' o n  appelle les 

schistosomules mécaniques, a été largement utilisée dans ce travail. 

AussitBt après avoir réparti, dans les tubes en Pyrex de 25 m l ,  les 

cercai res fraf chement émi ses par 1 es gasteropodesJ i: suspension est stockée 



25 à 30 minutes dans la glace de façon à les  engourdir. Ces dernières 

sont ensui t e  concentrées par centri fugati on à basse vitesse ( 100 

x ? ) pendant 1 mn 30 - JOUAN E 36). Le surnageant es t  re t i ré  

avec une pipette en verre jusqu'à laisser  1 à 1.5 ml d'eau dans les 

tubes. La rupture mécanique des cercaires e s t  obtenue alors par 

agitation forte des tubes (1 mn. Vortex Bioblock). Un contrale sous 

loupe binoculaire permettra de s'assurer du bon rendement de la ma- 

nipulation. Les schistosomules mécaniques ( t ê t e  des cercaires) sont 

purifiés. sur gradient de PERCOLL 54 % dans du M.E.M. (minimum essen- 

t i a l  medium, GIBCO) froid : 

- 54 % PERCOLL (d = 1.131 g/ml) 

- 10 % Suspension de cercaires 

- 36 % M.E.M. 2.7 X 

- volume final 18 ml 

Une centrifugation de 10 mn à 1500 tours/mn - 350 x g e t  à 4OC 

permet de séparer en une étape les schistosomules mécaniques de leurs 

queues, en fonction de leurs différences de densi té  (densité de la  

cercaire : 1.0473 ; densité de l a  t? te  : 1.0535 ; densité des queues : 

1.04). Le surnageant es t  re t i ré  par aspiration e t  le  culot de schis- 

tosomules es t  lavé quatre fois avec du M.E.M. IX. 

Les schistosomules mécaniques ainsi préparés sont transférés 

dans un tube "~ppendorf", centrifugés à nouveau (Janetski T H 12 - 1 0. 

uoo x g )  e t  lavés deux fois avec du sérum physiologique. Le maximum 

de surnageant sera alors enlevé avant de conserver la  préparation à 

- 2O0C.  



Les hamsters, infestés depuis 11 jours, sont tués par disloca- 

tion cervicale. Après nettoyage de 1 'animal à 1 'alcool à 90°, la 

cavité thoraco-abdomi na1 e est  ouverte, les vei nes portes rénales 

e t  sus-hépatiques sont clampées e t  l e  foie extrait.  Il est  ensuite 

perfusé avec du M.E.M./Héparine/ Ca à 1% , 37OC. 

Le perfusat recueilli dans des tubes de verre coniques de 25 ml 

est  centrifugé pendant 3 mn (JOUAN E 96 - 80 x g ). Le surnageant 

est  retiré,  le  culot lavé au M.E.M. puis centrifugé 3 fois à 80 x g 

3 mn. Le dernier culot est  remis en suspension dans du sérum physio- 

logique froid (4°C) e t  lavé 2 fois avec cette solution. La suspension 

de schistosomes est alors versée dans une boTte de Pétri de 4 cm de 

diamètre e t  les parasi tes t r iés  sous 1 oupe binoculaire (grossissement 

10 x ) .  Les vers sont transférés dans u n  tube eppendorf e t  centrifugés 

1 mn à 1000 x g (Janetski TH12). Le maximum de surnageant est  aspiré 

avant de conserver les parasites à -20°C. 

La procédure expérimentale précédente est également utilisée 

pour l a  récolte de schistosomes de 20 jours. Deux lots de parasites 

sont fai ts  en rai son de 1 'hétérogénéité de la population parasitaire 

à ce stade du développement. 

Le premier lot rassemble les parasi tes les pl us grands (> 1 mm) 

susceptibles de présenter 1 es premières apparences d' une différenciation. 

Le second lot  rassemble lereste de la population parasitaire. Chaque 

lot  est centrifugé pendant 30 secondes (Janetski TH 12) e t  le maximum 



de surnageant aspiré avant de conserver les parasites à - 70°C. 

S u r  des hamsters préalablement tués par di slocation cervicale, 

la veine cave inférieure es t  dégraissée à l ' a ide  de pinces "AA" puis 

incisée pour y introduire un trocart rel ié à un réservoir de sérum 

physiologique. La veine porte es t  alors coupée e t  u n  flux de sérum 

physiologique lave la to ta l i té  de l'appareil cardio-vasculaire de l ' a -  

nimal. Les parasites adultes sont récuperés puis rincés au sérum 

physiologique. Les mâles e t  les femelles encore accoupl~s sont séparés 

à 1 'aide d ' u n  pinceau à dessin, afin d15viter tout dommage au parasi te 

lors de leur séparation. Les mâles e t  les femelles séparés sont cen- 

trifugés 1 mn (Beckman - Minifuge) ; le  surnageant es t  aspiré e t  les 

parasites conservés à -70°C après 2 ou 3 lavages successifs en sérum 

physi 01 ogi que. 

Après incision de la cavité thoraco-abdominale du hamster comme 

précédemment, une pipette Pasteur es t  introduite dans la veine porte 

e t  les parasites aspirés. De même, une pipette es t  introduite dans la 

partie distale de la  veine porte e t ,  par aspiration modérée, les parasites, 

localisés dans les veines mésentériques, sont collectes. Les parasites 

sont lavés avec du  M.E.M. froid (4"C), transférés dans une bo'îte de 

Pétri en verre e t  les couples séparés à 1 'aide d ' u n  pinceau à dessin. 

Chaque lo t ,  mâle ou femelle, es t  ensuite lavé 3 fois avec du sérum 

physiologique e t  les parasi tes centrifugés 1 mn (Beckman-Mi nifuge) . 



Le dernier surnageant es t  totalement aspiré avant une conservation des 

vers adultes à - 70°C. 

Les oeufs de schistosomes sont séparés à par t i r  de foies de 

hamsters infestés depuis 40 jours. En routine, dix foies sont homogé- 

néisés pendant 1 mn dans 17 % NaCl. L'homogénat es t  f i l t r é  sur une gaze 

médicale (1 mm) puis sur tamis (0.124 m m ) .  Le f i l t r a t  e s t  décanté deux 

heures à 4°C. Le surnageant est  jeté e t  l e  culot déposé sur u n  gradient 

de PERCOLL 54 % dans du M.E.M. Après centrifugation 20 mn, 350 x g ,  les 

oeufs du culot sont récupérés e t  lavés abondamment en NaCl 17  %, 

11.3. INJECTION D'HORMONES EXOGENES CHEZ L'ANIMAL D E  LABORATOIRE 

Les animaux sont anes thési 6s par injection IM d i  1mal @neR! 00. 

Le mélange d'ecdysone ~ o - ~ M  e t  de 20 OH Ecdysone 1,7. I O - ~ M  en sol ution 

dans l e  tampon e i t ra te ,  es t  ensuite injecté par voie intraveineuse 

(intrapéniale). 



7 1  . 4 . DOSAGES RADlOTMMUNOLOG12UESDES ECVYSTEROlDES . 

I I  , 4 . 1 . PRINCIPES GENERAUX. 

Un dosage radi oimmunol ogi que f a i t  i nterveni r trois réactifs : 

- 1 'anticorps spécifique d i r i g e  contre 1 'antigène à doser , en 

1 'occurence 1 'ecdysone. 

- 1 'antigène radioactif à haute activi t g  spécifique. 

- 1 ' a n t i  géne froid provenant de 1 'échanti 11 on biologique à doser. 

Il s ' é tab l i t  une compétition entre 1 'antigène radioactif e t  1 ' antigène 

froid pour 1 ' anticorps spécifique d i  ri gê contre ces deux anti géneg 

selon l'ésuilibre : 

AC + Ag AC-Ag ; K -  (AC- Ag ) 
d 2 - i ~ ~ )  ( A ~  j 

comme les constantes de fixation sont identiques pour les deux antigènes 

i l  vient : 

; avec (Ag0) = constante. ( AC-Ag0 1 = (AC-A9 (Ag) 

En conséquence, toutes augmentation de 1 'antigène froid (Ag) va dimi nuer 1 a formatioi 

du xomplexe radioactif AC-Ag0 au bénëfice du complexe froid AC-Ag . 

Les qualites du dosage sont donc liêes à deux facteurs : 

a3 L'affini të  de 1 ' anticorps pour  son antigène , c'est-à-dire 

1 ' aptitude q u  ' à  1 'AC de ne fixer spéci f i  quement q u  ' un seul 1 i gand 

La spécificite absolue n'existant pas , par conséquent , pour u n  

anticorps donné on aura toujours une fami 1 le  moléculaire reconnue 

plus ou moins bien par 1 ' anticorps. 



L 'a f f in i t é  i r a  a lors  en décroissance au fu r  e t  à mesure que 

1 'on s 'éloignera de l a  molécule antigénique i n i t i a l e .  

Cette propiété physico chimique   eut ê t r e  mise à pro f i t  pour 

reconnaitre des métabolites de l 'ant igène i n i t i a l .  Généralement, 

une bonne méthode radio immunologique à des anticorps dont l e s  

constantes d 'association sont supérieures à IO-'#. 

b) La radioact ivi té  spécifique de 1 'antigène marqué : de 1 'ordre 

de 1(16 Ci / mole. 

I I .  4. 2. METHODOLOGIE INITIALE . 

Le dosage radi oi mmunol ogi que de 1 ' ecdysone (Fi g . 2 a )  e t  de 1 a 

20 Hydroxyecdysone (Fi g. 2 b )  mi s au point à MARSE ILLE par DE REGGI M.,  

HIRN M. e t  DELAAGE M. a é t é  adapté à notre laboratoire en respectant 

l e  protocole, d é t a i l l é  dans l a  Thèse de Michel HIRN (HIRN , 1978 - 
Thèse de Doctorat d lE ta t ,  Marseille). Pour mémoire, c e t t e  technique i n i -  

t i a l e  f a i t  intervenir  4 éléments. 

. Production d'antigènes marqués : ces antigènes sont préparés à p a r t i r  

d '  un dérivé de 1 'ecdysone : 1 e succinyl ecdystérone. Ce produit e s t  obtenu 

à p a r t i r  d'un mélange d'ecdysone e t  d '  anhydride succinique en solution dans 

1 e dioxane. 

Après purification sur Gel Sephadex A 25 du succinylate d'ecdy- 

stérone, l a  synthèse organique du complexe succinyl-ecdystérone Tyrosine- 

méthyl -es te r  (S.E.T.M.E.) e s t  effectuée. Ce complexe ensui t e  iodé à l a  

ch1 oramine T servira d'antigène marqué (Fi g. 3 ) ( a c t i v i t é  spécifique supé- 

r ieure à 1,6 . 106 Ci/mole. 



Fig. 2 : Sk.rtu&me de l a  maléclLee d 'écdy~one ( a )  e;t de La 

20  hydtraxyécdyhone i b )  . La n u m é ~ o ~ o n  c o n v e ~ o n n ~ e  

d u  u tornu  de cahbone &igune am la m o ~ é c d e  d 'écdy~one.  
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1257 F i g .  3 : FohmuRe de llecdyhZéhone- Zyhoaine - méthql- a t m  

W é e  comme anCigène mmyué dam l e  daaage m d L o  

immunalogique . 
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- Production d'anticorps : l e  couplage du succinyl ecdystérone à 

l a  Sérum Albumine Humaine permet d 'obtenir  u n  composé immunogène : l e  

succi nyl ecdystérone - Sérum Al bumi ne Humaine. 

L'immunisation de lapin avec ce composé, en présence d'Adjuvant 

Complet de Freund, aboutit  à l 'obtent ion d'anticorps an t i  ecdysone e t  

ant i  20 hydroxyecdysone. 

- Extraction méthanoliaue : l e  t i s su  biologique contenant l'ecdysone 

à doser e s t  broyé dans u n  potter en verre, en présence de méthanol à 60% 

dans 1 'eau. Le broyat e s t  chauffé à 60°C puis centrifugé pendant 10 mn 

à 15.000 x CJ , l e  surnaaeant é t a i t  récupéré e t  séché sous azote. Afin 

d 'év i te r  une réaction croisée en t re  1 'ecdysone à doser e t  l e s  autres 

ecdystéroîdes, une purification en chromatographie sur gel de s i l i c e  e s t  

effectuée dans l e  solvant Chloroforme/Méthan~l 80/20, v /v .  Aprés 

récupération des bandes de gel correspondant au standard, l'ecdysone e s t  

éluée par 3 lavages au méthanol. Cette dernière solution, reprise dans l e  

tampon c i t r a t e  Q , l M ,  nH 6 , l  é t a i t  incubé dans l e s  dialyseurs pour l e  

dosage radio immunologique. 

- Le dialyseur : e s t  constitué de deux plaques en pléxiglass symétriques 

dans lesquelles sont usinés 10 cylindres de 250 )il (Bioloqie Aopliquée, 

36 rue de l a  bibliothèque , 13001 MARSEILLE) (Fig.4 - Fig.5). 

150 pl d '  anticorps sont incubés dans l 'une  des chambres du dialyseur 

De 1 ' au t re  côté,  sont incubés 150 ~1 d'un mélancje équivol umique d'antigène 

marqué e t  d 'échantil lon biologique à t e s t e r  (CAILLA e t  al.-1973). 

Après 24h d'incubation à 4OC, sous agi ta t ion de type va-et-vient, 

on prélève 100 pl côté anticorps e t  côté antigène. Les dialysats  sont 

comptés au spectromètre à s c i n t i l l a t i o n  pendant 4 mn pour obtenir une 

précision s t a t i s t ique  de 68% avec une e f f i cac i t é  de 70%. 



Fig. 4 : Coupe Z t a n n v m d e  d '  un didLJbeUk en plexiglas. 

La membtrane c U o b i q u e  [SARTURi(IS SM 1 15 3 3 )  

oépme Les chambtes de 200 /*e chacune. 



D E B U T  DE DIALYSE 

ant igino Iii 



. Interprétation de 1 'équi l ibre  de dialyse : l e  taux de l ia ison,  l i é / to -  

ta1 (B/T) e s t  donné par l a  relat ion : 

Nb de coups côté AC - Nb de coups côté Ag 
B/T = 

Nb de coups côté AC 

Le cal cul de 1 a quanti t é  d'ecdysone contenue dans 1 ' échanti 11 on 

biologique e s t  effectué sur  ordinateur, Hewlet-Packard 9825 A ,  par 

régression 1 i néai re  d '  une courbe-étal on. 

I I  .4 .3.  Adaptation du dosage au modèle schi stosome 

Les anti corps ant i  -ecdysone ainsi  que l e s  antigènes marqués sont  

aimablement fournis par Michel DELAAGE (Immunotech., Rte Léon LACAMP, 

campus de MARSEILLE L u m i  ny) . 

Depuis sa mise au point, 1 'extraction au méthanol a é t é  modifiée 

e t  u t i l i s ée  selon l e  protocole suivant : 

A t i t r e  d'exemple : 

- 1500 Schistosomes males ou 2000 femelles sont homogénéisés dans un 

broyeur en verre contenant : 1500 pl  dlHexane 
500 y 1  de Mëthanol (MERCK) 
200 1 d'eau d i s t i l l é e .  r 

L'homogénat e s t  centrifugé 3 mn à 1000 x g (SORVALL RC 3. HL 8. .  1500 

tours par minute). 

Après centrifugation, 1 'épi phase 1 i p i  dique e s t  transférée avec une pi pette 

en verre dans un tube à bouchon f i l e t é .  



Le c u l o t  e s t  r e p r i s  dans 1500 ~1 dlHéxane, a g i t é  vigoureusement 

au vortex jusqu'à homogénéisation pu is  cen t r i fugé  3 mn à 1000 x g. La 

deuxième épiphase e s t  a l o r s  réunie avec l a  première. Sur l e  c u l o t  res tant ,  

on ra j ou te  1 m l  de méthanol pu is  on homogénéise au vortex avant de c e n t r i -  

fuger 5 mn à 1000 x g. 

Le surnageant e s t  t ransféré  dans un tube de verre e t  séché sous 

azote avant d ' ê t r e  remis en suspension dans 250 1 de tampon c i t r a t e  pH 6,1, )U 
0, l  M, f i l t r é  su r  m i l l i p o r e  0,45 um. 

150 p l  d 'ant icorps sont incubés dans une chambre du d ia lyseur  

contre 150 1 d'un mélange équi volumique d 'ant igène r a d i o a c t i f  e t  d'échan- P 
t i l l o n  bio logique à tes te r .  Après 24 h d ' incubat ion à 4OC, sous a g i t a t i o n  

constante de type va-et-v ient  (130 cycles par  minute), on prélève 100)11 

c8té ant icorps e t  c6té antigène à 1 ' a ide du pré1 ève-dialyseurs. Le pré- 

lève-dialyseurs e s t  const i tué par  une b a t t e r i e  de 10 seringues de 100 1 Y 
montées sur un support anodisé (Hamilton, 710 NS - p t  3) .  Les t ê tes  de 

p is ton  sont f i xées  à 1 cadre mobile rég lab le  permettant l e  remplissage e t  

l a  vidange de toutes l es  seringues à l a  f o i s  (Apparei l  aimablement fabr iqué 

par l e  Service Technique INSERM du D r  MOSCHETTO Y.. SC N 4 , Centre de 

technologie Biomédicale , 15-17 , Rue Camil le Guérin, 59000 LILLE.), 

contenue dans 1 'échant i  11 on bio logique e s t  calculée graphiquement à p a r t i r  

d'  une courbe-étal on (vo i  r courbe de référence) ou mieux, cal cul  ée par  

ordinateur ( v o i r  l e  programme au Chapitre Informat ique).  

Le c u l o t  protéique provenant de 1 ' ex t r ac t i on  e s t  séché sous 

f l u x  d'azote, remis en suspension dans l a  soude 1N e t  incubé toute  l a  n u i t  

à 4OC. Le dosage protéique es t  e f fec tué  selon l a  méthode de LOWRY . 

( LOWRY , 1951). Ce dosage es t  une méthode color imétr ique où l a  co lo ra t ion  

b leu développée par  l es  protéines es t  a t t r i buée  à 1 'ac t ion  du r é a c t i f  de 



Fig. 5 : Le @é&éve &c&yaeuh, conilLiAué p m  une b a t t a i e  

de dix aehuiguea W o n  de 100 j& , p m e t  de 

p é L e v a  &&en L a  chambnen d'un meme &&y/seun. 

( Appahed! aimab&emenX d a b ~ q u é  pan Le amvice  

Technique ZNSERM du DocZeuh MUSCH ETTO ) . 





FOLIN principalement avec les  groupes phénol iques (Tyrosine, phényla- 

lanine,  tryptophane) e t  à degré moindre avec 1 'h i s t id ine  e t  l a  cystéine. 

L ' intensi té  de l a  coloration diminue avec l e  su l fa te  d'ammonium e t  l e  TRIS. 

. Extraction des ecdystéroïdes sériques 

Deux types d'extraction peuvent ê t r e  u t i  1 i sés sur  les  échanti 11 ons 

sériques sel  on l e  type d '  information recherchée, : 

- s o i t  une extraction à l'héxane-méthanol pour l e  dosage seul de l'ecdysone 

e t  de la  20 OH ecdysone, que nous venons de décrire  ; 

- s o i t  une extraction globale des ecdystéroïdes au méthanol pour un dosage 

de tous les ecdystéroïdes présents dans 1 ' e x t r a i t  biologique. 

Le mélange de 1 ml de sérum à 3 ml de méthanol e s t  effectué au 

Vortex pendant 15 secondes puis incubé 15 mn à 50°C af in d 'obtenir  une 

mei 11 eure préci p i  t a t i  on des protéines dénaturées. 

Cette suspension e s t  centrifugée 5 mn (JOUAN E 96, 3000 x 9 ) .  

Le surnageant e s t  séché sous flux d'Azote p u i s  repris  dans 250 1 de tampon r 
c i t r a t e  0 , l  M ,  pH 6 , l .  Cette solution e s t  dosée en R.I.A. 

11.44.  COURBE DE REFERENCE ET CALCULS 

L'hormone u t i l i s é e  comme standard e s t  l a  20 OH ecdysone (Sigma) 

mise en solution dans l e  tampon c i t r a t e  pour é t a b l i r  au spectrophotomètre 

une cascade de di lut ions de 1oe7 à 10-I'M. La courbe de référence de 

1 'ecdysone représentée Figure 6 e s t  de type sigmoïde avec un  BIT maximum 

à 0,68. Cette courbe e s t  obtenue pour une incubation standard : 24 h à 



4 O C  sous agitation de type va-et-vient. 

La quanti té  d'hormone contenue dans un échantill on bi olqgique 

sa t i s fa i t  à la  relation : 

Q pMol = C. Homogenat.Di1ution . l/Poids; avec C concentration 

en M/1. 

Ce calcul es t  effectué par ordinateur par régression linéaire 

de la  courbe de référence stockée en mémoire (Cf. Chapitre Informatique). 

La Figure 7- es t  une représentation de SCATCHARD effectuée à 

partir  de la courbe de référence. La constante de dissociation es t  de 

3,07. ~ o - ~ M  pour les s i  tes de hautes affinités. 



f i g .  6 : COURBE DE REFERENCE DE L'ECVYSONE. 

E*abfie pow une cucude  de ci.XlL.tion.de I O - ~ M  à 

~ O - " M .   da^ d a  c o n u o m  6,tundanck d'uicubation : 

24 h e m u  à 4°C aoun a g W o n  de type va-&-vient de 

130 c y d u  pm tninu;te. ORVONNEES: % de U o n  ; 

ABCISSES : CogmLthme de la cancerz;trtation. 

F i g .  7 : REPRESENTATLON VE SCATCHARV . 

ERabLie à p u  de Ca combe de tEd&ence. 

ORVONNEES : ;IL ; tradiaac;tivLtE Lié elhaciLa 

activkté XuWe.  La pente de La drroLte donne la 

cornAmte de disnociatCon. K=3 x I O - ~ M .  
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1 7 . 5 .  CHROMATOûUAPff7E L 7 0 U 7 V E  HAUTE PERFORMANCE 

11. 5 .  1. PRINCIPES 'GENERAUX 

La chromatographie l i q u i d e  haute performance (H.P.L.C.) e s t  

une méthode physi CO-chimi que permettant de séparer des mol écu1 es chimiques 

d i f f é ren tes  (Molécules hydrocarbonées ou protéiques) en f onc t i on  de l eu rs  

a f f i n i t é s  ent re  deux phases : 1 'une d ' e l l e s  e s t  l e  so lvant  ou l a  phase 

mobile ; l ' a u t r e  e s t  un support so l i de  de s i l i c e  ou phase s ta t ionna i re .  

Lorsqu'un so lu té  se trouve dans un t e l  système, i 1 aura une a f f i n i t é  

p r é f é r e n t i e l l e  pour l ' une  des deux phases. Son temps d ' é l u t i o n  sera a lo rs  

pour une phase mobile donnée propor t ionnel le  à son a f f i n i t é  pour l a  phase 

s ta t ionnai re .  Deux types de chromatographie peuvent ê t r e  d is t ingués : l a  

chromatographie d i t e  "normale" e t  l a  chromatographie en phase inverse. 

La première u t i l i s e  une phase s ta t ionna i re  po la i r e  e t  une phase mobile 

moins p o l a i r e  ; l a  seconde, une phase mobile po la i r e  e t  une phase s ta t ion -  

nai r e  apolai  r e  . 
Cette technique e s t  suffisamment f i n e  pour séparer deux com- 

posés ne d i f f é r a n t  que par  un groupement hydroxyle ; par exemple, 1 'Ecdysone 

e t  1 a 20 OH. Ecdysone (Figure 8). Le schéma de p r inc ipe  de 1 ' apparei 1 

es t  l e  su ivant  : 

. PHASE MOBILE --------- 9 SYSTEME DE 

POMPAGE 

-----) INJECTEUR ---- 0 ECHANTILLONS n 
CALCULATEUR 

q - - - - - - - - - - DETECTEUR e--- - - -  PHASE STATIONNAIRE 



Fig. 8 : SpeofiLe H.P.L.C. d a  n.-ûzndahdd ecdyhone ct 20 Off ecdynone. 

colonne: rnicho bondapack phénql 

bolva&: A-  a c 2 ; t o ~ e ,  eau ( 8 0 / 2 0  ; v / v ) .  

B- eau 

g W e n t :  f inéahe  en 20 m i n d u  , de O à 30 % dc A 

dam B. 

déba:  7 rndX&&ze pah  minu:te. 

dEkedion: Abbokpaon U a  Violet.te à 245  nano m&&e. 

A245= 2.000 A.U.F.S. 



Fig. 8 



On détermine un facteur de résolution R qui mesure la séparation de deux 

composés. 

. R = (a-  i ~ a ) v ( m  W 
où alpha es t  l e  facteur de séparation entre deux composés. Alpha repré- 

sente la  plus ou moins grande diff iculté de séparation des composés ; e t  

a-lla est  appelé l e  facteur de sélectivité.  

K '  : e s t  le  facteur de capacité ; c'est-à-dire mesure de 1 'interaction 

du soluté avec les phases stationnaires e t  mobiles. 

. K'  = Vr - V O / V O  : Vr e s t  l e  vol ume de rétention 

VO e s t  1 e vol ume mort 

e t f ( ~ '  / ( l + K 1  ) e s t  appelé capacité de rétention. 

i!i : e s t  le nombre de plateaux de la  phase stationnaire ; donc caractéris- 

tique de la colonne. 

N = 16 (Vr / w ) ~  W e s t  l a  largeur du pic 1 

11.5.2. METHODOLOGIE 

11.5.2.1. Extraits parasitaires 

Les échantillons méthanol des extractions de parasite e t  contenant 

les ecdystéroides doivent ê t re  débarrassés de toutes contaminations protéique 

avant passage sur 1 a col onne dlH.P.L .C.  (WATERS ; microbondapack phényl ; 

7 ~ m ) .  Chaque échantillon e s t  donc chromatographié sur plaque de gel de 

s i l i c e  (MERCK - F 254 - 0.5 mm) pendant 30 mn. dans le  solvant Chloroforme- 

méthanol (80/20 ; v / v ) .  La plaque e s t  séchée puis les bandes correspondant 

aux standards Ecdysone e t  20 OH.  Ecdysone sont révélées sous U.V., grattées 



à la  lame de rasoir  e t  l e  gel transféré dans des tubes en verre. L'él ution 

e s t  f a i t e  par t ro i s  lavages successifs au méthanol (1 ml ) . Les tubes 

sont centrifugés 10 mn à 2000 x g (SORVALL RC3 - HL 8) e t  les  surnageants 

récupérés e t  séchés jusqu'à 100 1 de méthanol sous f lux d'azote. 10 à !' 
25 1 sont injectés dans l e  chromatographe. La séparation e s t  f a i t e  par r 
un gradient l inéaired 'une solution d 'acé toni t r i le  (MERCK) dans 0.01 % 

de TFA dans l 'eau en 20 minutes. Des fractions de 30 secondes sont collec- 

tées ; séchées à sec sous flux d'azote e t  reprises dans 250 p l  de tampon 

c i t r a t e  0.1 M ; pH 6.1. 150 1 de ce t te  solution sera ensui t e  dosée en RIA. 
( LAFONT e t  a l .  - 1980). P 

I I  .5.2.2. Extraits sériques ou urinaires 

20 à 50 11 d 'ex t ra i t s  méthanol, sérique ou urinaire,  sont injectés 

dans l e  chromatographe sans purification préalable de 1 'échanti 1  lon sur 

plaque de s i  1  i  ce. Un gradient 1 i  néai re  d '  une sol ution d ' Acétoni tr i  1 e/eau 

20 % dans l 'eau en 10 minutes e s t  suivie d'un plateau de 10 minutes à 

19 % dlAcétonitri le.  Succédant à ce plateau, u n  autre gradient l inéa i re  

jusqu'à 30 % dlAcétoni tr i le  dans l 'eau. Les fractions de 30 secondes sont  

dosées en RIA après séchage e t  remise en suspension dans 250 ~1 de tampon 

ci t ra te .  
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I l  1 .  DOSAGE RAPZUIMMUNO LOG1 QUE DE L ' ECVYSONE PEMlANT LE DEVELUPPEMEM 

PARASITAI RE 

111.1. DOSAGE RADIOIMMUNOLOGIQUE DES ECDYSTEROIDES A DIFFERENTS 

STADES PARASITAIRES 

Le b u t  de ces dosages est  d'étudier les variations d'ecdystéroïdes 

pendant le  développement de S. =maneoni e t  de corréler 1 a production 

hormonale aux différentes étapes-clés du développement du parasite. 

Quatre stades o n t  été étudiés : les schistosomules mécaniques, les schis- 

tosomes 11 jours, 20 jours, les parasi tes adultes collectés par perfusion 

d'animaux infestés e t  les oeufs du parasite. 

111.1.1. Schistosomules mécaniques 

La Figure 9 A montre la quantité d'ecdysone équivalente pour 

100 mg de schistosomules mécaniques. Ce taux il 4,3 pMoles d'ecdysone/100 mg 

de protéine est  une quantité importante par rapport aux autres stades 

parasi tai res étudiés . 

111.1.2. Schistosomules 11 jours 

La quantité très importante d'ecdywrie dosée à ce stade est  montrée 

Figure 9 B. Ce taux est  supérieur à 25 pMolesJlO0 mg protéine. Après 

purification sur plaque de s i l ice ,  1 'analyse HPLC-RIA ne révèle que la 

présence de la forme ecdysone, c'est-à-dire le  type moléculaire qui est 

synthétisé, chez l'insecte, de nova. De plus, les quantités dosées après 

passage en 'HPLC, donc après puri f i  cation, son t  toujours supérieures aux 

quanti tes dosees avant purification : 33 pMoles après 1 'HPLC contre 25 

pMoles avant  1 'HPLC. 



1 II. 1.3. SCH ISTOSOMES 20 JOURS 

La Figure 9 C donne la quantité d'ecdystéroïdes chez le parasite 

dgé de 20 jours. Dans la population de ta i l le  supérieure a 1,5 mm ( l C . L ) ,  

l e  taux est  de 1 pMole d'ecdysone/100 mg protéine. Par contre, ce taux 

chute à 0,6 pMole/100 mg protéine pour les parasites de t a i l l e  inférieure 

a 1 mm (iC.S). C'est à ce stade que 1 'on dose dans le  parasite la plus 

faible quantité d'hormone. Néanmoins, ce taux es t  nettement supérieur au 

b r u i t  de fond de la méthode (0,Ol pMole/100 mg proteine) ou aux témoins 

négatifs : tissus de hamsters sains (0 ,O5 pMole/100 mg protéine). 

111.1.4. SCHISTOSOMES ADULTES (40 JOURS) 

Les parasi tes adultes recuei 11 i s  par perfusion totale du hamster au 

M.E.M. renferme globalement 1,6 pMole/100 mg protéine. Les femelles ren- 

ferment plus d1ecdystéroTdes que les mdles (1,90 pMole contre 1,35 pMole 

pour les males) (Fig.  9 D ) .  Il faut souligner que 1 'analyse HPLC-RIA ,: 

révele une proport ion plus grande de 20 OH ecdysone que d'ecdysone quel- :?, 

que soit l e  sexe du parasite ( E / E  + 20 OH E = 0,32 pour les femelles e t  
.a 

0,38 pour les males ; Fig.  10). A 1 'opposé, chez les adultes issus des 

perfusions mésentëriques e t  portales seulement, une différence quantita- 

tive nette apparaOt selon le  sexe du parasite. En effet ,  les femelles 

renferment 2,5 pMole d'ecdysone équi valent pour 100 mg de protéine alors 

que les males n'en renferment que 0,9 pMole, soit  pres de 3 fois moins 

que les femelles [Fisure 9E).L1analyse HPLC-RIA montre que ces adultes 

nrésentent un  ranport El20  E inversé par  rapport à la situation de 

E perfusion totale : = 0,60 pour les mdles e t  0,76 pour les 
E + 20 OH E 

femel les (Figure 11). 



Fig . 9 : DOSAGE RAVlOTMMUNOLOGZ2UE DES ECVSTEROTUES A V 1 FFERENTS 

" ' S A P E S  DU DEVELOPPEMENT DE SCfflSTOSOMA MANSONl. 
, ; ?, ' I' 

A : Sck.&;toeomuted mécaniques ; 8 : ackidtoaomed I l  j o w  

: SchiÀ.toaom~ a g u  de 20 j o m 4  'S) hephébente R a  

e6 panabite6 ( it 1 miLthètrre , i L) heptéamte Re 

te de ta popuUtton pcvrasLtahe. D : p m L t e s  agé 





Fig, 1 u : SPECTRE HPLC D'UN EXTRAlT METHANOL DE S.man~oni 
PRUVENAM DE PERFUS70N TOTALE DE HAMSTERS, 

rrecuUie6 , 4échGes 4 0 ~  atux d'azote p.& hemi- 
-ses en 6 U p e ~ i o n  &M t e  m p o n  O ,  1 M ; 
pif 6,1 avant dl &te dohéu en tra&oimmunotog.ie. 

(A) : FerneUes de S .  mn~ok agéu de 40 j o ~ .  



Fig. I O 



Fig. 7 7 : SPECTRE W. L. C. DE SCUZSTOSOIWES ADULTES ( 4 0  j ' o m )  

PROVENAM D E S  VEINES MESENTERZQUES E T  PORTALE. 



Fig. I I 



Aucune forme moléculaire réagissant avec le  RIA n 'est  détectabl e 

en aehors de la migration des standards ecdysone e t  20 OH Ecdysone. 

111.1.5. OEUFS DE SCHISTOSOMES 

La Figure 9 F montre la  quantité globale en ecdystéroides conter 

dans les oeufs de schistosome. Cette quantité es t  comparable à celle 

trouvée chez les femelles "mésentériques" ; 2,6 pMole d'ecdysone équiva- 

lent/100 mg Protéine. De meme, 1 'analyse HPLC-RIA donne u n  rapport E&OE+E) 

identique à celui des femelles issues de perfusion mésentérique E/@O E + E )  

O ,  76. 

A ce stade d'étude, i l  é t a i t  intéressant de savoir si les 

ecdystéroVdes étaient produites par d'autres trématodes, en parti cul i e r  

chez l e  plathelminthe hermaphrodite Fasciola hepatica appartenant au même 

phylum que Schistosoma mnsoni . 

111.1.6. CHEZ FASCIOLA HEPATICA 

Le Tableau 1 montre la quantité d'ecdystéroides renfermée chez 

l e  parasi te Fasciola hepatica. Ce parasite contient 3,4 pMole d'ecdysone 

équi val ents/100 mg protéine. 

L'analyse HPLC-RIA montre une proportion presque équivalente 

des hormones ecdysone e t  20 OH ecdysone ( 
+ 20 OH 

t = 0,56; Fig. 12) .  

De plus, on note un  pic immunoréactif non identifié 3 23 mn, 

ne correspondant ni au standard 20 OH Ecdysone (25 mn),  ni au standard 

ecdysone (28 mn). Ce pic correspond à une quantité d'ecdysteroide de 1,8 pM 

d '  ecdysone équi valent/100 mg protei nes e t  pour ra i t  etre sréci fique de ce 

Nématode hemaphrodi te Fasciol a hepati ca . 



TABLEAU 1 : Po~age d'ecdgatéhoZdea chez Le puhaaite 

FaaciaLa hepa.tica. 



TABLEAU 1. 

Fasciol  a hepat i  ca 

K pMol . d'écdysone équivalent  / 100 mg protéine.  

N = 6  

DOSAGE AVANT 

H P L C ~  

3 ,4+  196 

+ Ecar t  type non calculé.  

DOSAGE GLOBAL APRES 

HPLC*+ 

44,47 

Ecdysone 20 OH écdysone non i d e n t i f i é  

23,83 18,82 198 



12 : SPECTRE i f .  P. L, C. DU TREMTOVE F a s c i o l i x  h é p a f i c a .  

25 pt d t  e M  p ~ a 6 U e  d o n t  chona togmpapk i éb  

dand l e  aoLvtlYtt  a c é t a W e l e a u  ( v / v  ; 6 0 / 2 0 ) .  

V u  ~hac-tion6 d e  30 decodes a o n t  n e c u U u  PULA 
a n d y d é u  e& RtA. L u  @échu cotr/te6punden;t A l ' é l u -  

- f i n  d u  a$mdahdb Zcdrq~afie e;t 20 Off ë c d y a o n e ,  



Fig. I 2 



Ces études sur l a  production endogene d'ecdystéroTdes par ies 

plathelminthes trématodes ne donnent qu  'un "instantané". El les ne préju- 

gent en rien ge la cinétique de production de ces hormones, n i  d '  une 

éventuelle excrétion dans le milieu extérieur de ces molécules e t  en par- 

t iculier dans l e  sang ou les urines de 1 'hdte infesté. 

111.2. DOSAGES R4DZOZMMUNOLOG12UES DES ECDYSTEROTDES DANS LE SERUM OU 

1' URINE D' HOTES 

Avant d'étudier toute apparition d 'ecdystéroides dans le sérum 

ou 1 'urine d'animaux infestés, i l  é ta i t  nécessai!re de connaftre le  temvs 

de demi-vie de la molécule d'ecdysone commerciale dans ces compartiments 

biologiques. Ces études préliminaires ont été menées sur des hamsters 

sai i 

111.2.1. CATABOLISME D'ECDYSONE EXOGENE 

111.2.1.1. Dans les sérums d'animaux 

La molécule d'ecdysone étant propre aux arthropodes, i l  é t a i t  

d p a i u ~  possible que l'hbte vertébré ne possède pas la  batterie enzymatique 

nécessaire à la dégradation d'une te l le  molécule e t  qu'une accumulation 

sérique soit  envisageable. Dans un premier type dlexpéri ences menées 

sur 18 jours, aucun ecdystéroide n'est détettable malgré les fortes 

quanti tés d ' hormones i n  iectées f Fi gure 13). 



FLg. 13 : CINETTQUE D'APPARITION DIECDYSONE EXOGENE VANS LE 
SERUM D'HOT€ APRES INJECTION DE 1 0 ' ~  M D1HORh4ONE. 





Deux hypothèses peuvent expliquer de tels résultats : 

- soi t  un  catabol i s k  rapide de la molécule d'ecdysone 

- soi t  la  formation d ' u n  complexe ecdysone-ligand q u i  stabilise 

e t  protege 1 'ecdysone contre une dégradation sérique. 

Pour vérifier 1 a première hypothèse, une ci nétique de dégradation 

de 1 'ecdysone sur quelques heures a été entreprise sur 5 hamsters. 

Dans cette expérience dite "de charge", les courbes représentatives de 

1 a disparition d'ecdysone sérique sont de type exponentiel le 

decroissante (Fiqure 14). Les contrai ntes expérimentales ne permettent 

pas d'obtenir pl us de trois points expérimentaux, néanmoins, une 

représentation linéaire Log(ecd) = f ( t )  donne cn faisceau de droites 

para1 lèles d'équation Y = Ax + B (Figure 15). Ceci permet d'obtenir 

1 'équation de 1 'exponentielle ini t ia le  . 
C = Co exp(-1,058 t) ; t en heures 

avec pour C = Co/2 un  temps T 
1 /2  

appelé demi-vie de 

la molécule. Ce T de 1 'ecdysone sérique chez 1 'hôte vertébré est  
1 /2  

de 0,66 h soit  40 minutes. 

111.2.1.2. Dans les urines. 

Chez l e  hamster sain ayant reçu par voie I.V. un  mélange d'ecdysone 

e t  de 20 OH ecdysone (2.10-~ M f i  na1 ) ; i l  es t  possible de doser dans 

les urines des ecdystéroTdes (Fig .l6 ) . La courbe représentative de 

1 'apparition d'ecdysone exogene dans les urines est de type exponentiel 1 e 

composée. Une représentation linéaire ; log (ecd) = f ( t )  (Figure 17) 

permet de dénombrer 2 segments de droite. L'une d'équation 

qui donne pour 1 'exponentielle correspondante (Ecd) = (Ecd)O . exp. 

( -  0,635 t) avec t1/2 : 16 h e t  l 'autre d'équation Log(C) = -0,049 t + Bo 

donnant pour l'exponentielle correspondante : (Ecd) = (Ecd)O . exp 

( -  0,049 t) avec t 1/2 = 260 h. La forme de la courbe log (Ecd) = f ( t )  
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Fig. I 7 



dgnote la présence de deux destinées por 1 'ecdysone urinaire. L '  une 

où la molécule est  vite dégradée ; l 'autre à demi-vie plus longue 

de 1 'ordre de 10 jours. 

1 II .2.2. APPARITION D'ECDYSONE SERIQUE ENDOGENE. 

Cette étude a pour b u t  de vérifier que les parasites 

excrètent dans le sérum les ecdystéroides qu ' i l  s produisent. El l e  

sera menée sur des hamsters ou des rats infestés par S. r n m o d ,  

mais aussi sur d'autres types de parasttes comme les f i la i res  afin. 

d'élargir l e  domaine d'investigation. 

Chez des hamsters infestés par S.manoovU, apparaissent dès le  

6 ème jour après 1 ' infestation des ecdystéroidës sériques (Fig . 18a). 

La quantité d'hormone mesurée à cette époque es t  faible (0,20 pMol /ml) 

mais l e  B/T correspondant à cette valeur est sionificatif par rapport au 

B/T du témoin non infesté (0,642 pour 1 'échantil lon contre 0,748 pour l e  

témoin négatif). 

La courbe représentative de 1 'apparition de 1 'ecdysone sérique 

endogène est une courbe ascendante avec une branche asymptotique positive 

(dy/dx O ) .  A 512 , la quantité détectée représente 852 de la quntité 

présente à J24. (Au moment de la rédaction der cette thèse, la relation 

charge parasitaire e t  taux d'ecdysone sérique n'est pas établie dans ce 

modèl e ) . 
Chez un animal semi-permissif comme le  rat ,  les ecdystéroides 

produits par le  parasite sont également présents e t  détectables dans l e  

sérum par R. 1 .A. La courbe représentative de 1 'apparition d'ecdystéroi des 

est une courbe présentant un maximum entre J6 e t  512 e t  une branche 

as_vmptotique négative (dy/dx O) .  Le maximum es t  plus important . . pour une 

infestation à 2000 furcocercaires q u ' a  5QO (Fig. 18b , 18c). 



F i g  . 1 8 : APPARITION V' ECDYSTEROIDES SERI2UE.S DANS 

P Z F F E R E M S  MUVELES EXPERZMENTAUX. 
" 

oi : C h e z  Le inde6.te a 2000 ~uttcacmcahet4. 
( C I  : C h e z  l e  utt .hiau;te a 500 ~unco~ehcaVLa. 

1 I f .  ' r 

> .  

3 ,  





I I I  .2.2.2. Hamster infesté par Dipetalonema viteae 

D. v i  teae est  un endoparasi te  larvipare appartenant au groupe 

des Nématodes agent d'une fibrose expérimentale des rongeurs. A J 63, 

période où les f i  laires commencent la ponte des microfilaires, stade 

larvaire 1, des ecdystérofdes apparaissent dans l e  sérum des animaux 

infestés. Le taux d'ecdystérol'des dosé à cette période (23 pMol/ml sérum) 

correspond à une concentration de 23 nMol/l de sérum (Tableau 2 3 .  Par 

contre, à J 40, stade adulte des f i la i res  o ù  les femelles contiennent 

des oeufs fer t i l isés  e t  à J 70, aucun ecdystéroïde n'est détectable en 

R. 1 .A. (Tableau 2 ) . 

277.3. SERUM DE PRIMATES 

A ce stade d'étude, 1 'ecdysone s&rique revet un caractère 

particulièrement intéressant quant à son domaine d'application en vue 

d ' u n  éventuel diay~ostic d'infectîon par les helminthes. Aussi, l e  

modèle primate, mieux adapté que celui des rongeurs dans 1 'optique d'une 

transposition des résultats, est  u t i  1 isé. 

iZT.3.1. Chez Le A & ~ C  

Sur des extraits méthanol de sérum de singe P W  patcM infesté par 

S.manaoG (550 furcocercai res) des ecdystéroPdes sont détectabl es jusqu 'à  

535 jours après 1 'infestation (Fig.  19) .  Chez l e  singe A,  on note une 

rétention d'ecdystéroïdes (Fii. 19; A 1  ,A2 ,A3). Ce singe héberge des parasi - 
tes non stériles puisque des oeufs sont dosés dans les fécès (180 e t  10 

oeufs / g de fécès). Chez le  singe B ,  une rétention d'ecdystéroldes e s t  

également observée même en absence d'oeufs dans les selles aux stades 

5499 ( Fig. 19 B2) e t  5535 (Fig. 19 83). 
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Tableau 2 

A 

STADE QTE , D'~CDYST~?ROIDES N 

J 43 o. 1s t.08 2 

J 63 2 3 . 0 0  f.13. 2 

J 70 0.30 +.O1 2 

2 EN PICOMQLES D'ECDYSONE E Q U I V A L E N T  / M L  D E  S ~ R U M ,  



, DOSAGE D'ECVYSTEROTVES DANS LE SERUA! DE SINE. 

deux bincJe.4 sont &&.&ta part 5 5 0  &tcocetcahe6. 
( T )  : héruun de p W e  sain 
A ,  B I )  : dhoe *ndeaté d e p d  235 j o w .  

(Ap)  : ~ é f i u m  du singe A ' &  J499. Ce singe "emet" 
180 au@ pan gmme de gécèb. 

(A3 )  : deirum du binge A a 5 3 5  j o m  aphe6 l l in~es*a t ion .  
émL4aiovi de 10 cm64 part g/wnme de déci%. 

( B ) , ( B3 ) : séiuun du singe B ne pkédentant aucun 2 
au6 de pahasae dand le6  s e t t u .  





111.3.2. Chez l'homme 

Plusieurs sérums de malades ont été dosés en R.I.A. Ges malades 
,cd < 

o n t  ëte infestés par S. mansoni ou par S. mansoni + S. haematobium. Seul ,' 
le  dossier mGdical du malab. P,,N.06 es t  connu avec exactitude depui 

$ ~ ~ $ ~ : h ! i ?  ;:,!:J 
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Ce malade, a t te int  d'une bilharziose à S. mansoni , prés 

un sérodiagnostic bil harzien positif (Fig.20) avec les arcs carac- 

téristiques. Ce malade t r a i t é  a J 1460 par 1 'ambil har présente à J 5845 un 

taux global en ecdystéroides de 23.3 pMol/ml sérum ; soi t  une concentration 

molaire en de 23.3 nanomoles. Après traitement par 

le  VANSYL ( nique de 15 mg/kg), le taux dlecdystéroTdes 

a chuté à 2.39 pMol/ml de sérum (Tableau 13). L'analyse combinée HPLC-RIA 

de 1 ' extrait méthanol indique la présence de la forme ecdysone. De plus, 
' 

cet échanti 1 lon sérique montrait la présence d '  IgE spécifiques de S. mansoni . 
Pour mémoire, les helminthes e t  S.manaoL en particul fer, induisent .J1&,, 

synthèse des immunoplobul i nes Ig E ,  c'est-à-dire, des anticorps qui 

normalement synthétisés dans les phénomènes a l  lergiaues (SADUN e t  a l  .-1970). 

Des Ig  E anti-schistosomule e t  des Ig E a n t i  shistosome adulte sont 
' ;I 

présents chez ce malade, mais absence d'Ig E anti-oeuf de schistosome. ' 

Une biopsie rectale a donné un résultat négatif (oeuf.0) (Tableaux 4 

e t  5) .  Ce malade ne présentait aucune autre parasitose. 

Le malade B,K.70 présente également une bilharziose à1 S.manaonL. 

Des extraits hexane e t  méthanol sont effectués sur l e  sérum e t  les urines 

du malade. Ces extraits sont analysés par  combinaison plaque de silice- 
' 

RIA. Le sérum contient 397 pMol d'ecdysone équivalent / ml sérum (Fig 21a) 



Les molécules dosées o n t  une plus nrande affinité pour les solvants 

apolaires comme 1 'hexane que pour les solvants polaires ; t o u t  en restant 

immunoréactives vis-à-vis d'immunsérums anti-ecdysone (Figure 21 a , b ) .  

Dans les urines de ce malade , c'est le  phénomène inverse q u i  est observé: 

les molécules immunoréactives o n t  plus d'affinité pour le  méthanol que 

pour l'hexane (Figure 2 1  c , d) .  De plus , la migration sur plaque de silice 

du pic 2 correspond à la migration du standard 20 0H.ecdysone. 



f i g .  20 : SZT~LO d h g n o a d c  de .ta b.QJmzioae chez l e  malade P.N. O6 



Serum du malade 



T A B L E A U  3 : Doaage des ecdyafZ&oZdea dana Le bé~urn 

du malade P . N . 0 6  avan2,e-t ap&Ca, une 
R chinriothé&apie a n t i  helminthique. ( V A N S Y L  , 

1 5  mg / hg 1. 

T A B L E A U  4 : A n t i -  cokpa citcu&an$a, apEci,$iquea de 

SchLa-toaoma manaoni, chez t e  mdade P.U.06. 

T A B L E A U  5 : An;tLcokpa an-ti Schia2oaoma manaoni dana 

t e  aénum du malade P.N.06. 



Tableau 3 

Tableau 4 

DOSAGE AVANT T R A I T E M E N T  

23,30 

DOSAGE APRES T R A I T E M E N T  

PAR L'OXAMNINIQUINE 

2 3 9  

X R S s W  exp&imiis en coups pah min&e. 

Tableau. 5 

s ~ ~ ~ ~ F I ~ ~ ~ ~  
IG E 

ANTI -SOPULE 

A N T I  ADULTE 

A N T I  OEUF 

MALADE p h  . N  

2171 - 2426 

2674 - 5643 

55i) - 551 

SUJETS SAINS 

599 - 957 

399 - 431 

5-13 - 587 

CONCLUS I ONS 
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Fig, 2 1 : POLARTTE DES ECOYSTEROLDES ENûUGENES. 
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IV. 7 DOSAGE DES ECVYSTEROlVES OMS LE PARASITE. 

IV. 1.1. Les schi stosomules mécaniques. 

Les quanti tés importantes d'écdystéroi des , renfermées dans 1 a forme 

infestante du parasite S.mansoni, doivent Gtre imputées à une production 

par 1 ' hôte i ntermédi ai re pl utôt q u  ' à  une synthése endogène du parasi te  

lui même (schéma 1). 

D'une part, les schistosomules mécaniques ne sont âgés que de deux heures 

e t  d'autre part, les expériences se déroulent à 4 O C ,  c'est-à-dire à 

des températures où presque toutes les activités biologiques sont en 

"sommeil ". Dans de te l les  conditions, i l  est  peut probable qu' i l  

existe chez la forme primaire du parasi te  des mécanismes permettant 

1 a synthése endogène de tel  les quanti tés hormonales. 

Par ai 11 eurs , 1 a phylogéni e de 1 'hôte ;qtermédi ai re 1 ai sse à penser 

q u  ' i l  peut produire des 'ecdystéroi des pour 1 a constitution de ses 

tissus riches en chitine. 

L'hypothése la plus vraisemblable serai t  que cette réserve d'hormones 

servirai t  au parasite pour son développement dans les premiers jours 

d'infestation. Aucune expérience n'ayant été entreprise afin de 

vérifier une te l le  hypothése, l e  rdle des hormones à ce stade reste 

totalement i nconnu. 



IV.1.2. Schistosomes 11 jours. 

11 e s t  généralement admis par les  parasitologues que l a  

migration des parasi t e s ,  du poumon vers l e  foie ,  se  s i t u e  dans 

une période de 11 jours après 1 ' infestat ion.  Ces dernières 

annèes, l ' é tude  plus approfondie de ce mode de migration 

a montré que s i  quelques vers empruntaient l a  voie a r t é r i e l l e  

l a  majorité de la  population parasi ta ire  u t i l i s a i t  l a  circufa- 

t ion veineuse ou capil l a l r e  (MILLER, - 1976). 

A ce stade appelé J l l ,  l a  concentration t r è s  importante en 

écdystéroides, par rapport aux autres stades,  dénote une produc- 

ti on endogène par l e  parasi t e  1 ui -même puisque 1 ' hôte dé f in i t i f  

q u i  l 'héberge n'en synthétise pas. Par conséquent, on peut 

exclure une accumulation active ou passive d'écdystéroides d' hôte 

dans l e  parasi t e .  

D'autre par t ,  l 'analyse combinée HPLC-RIA permet de ne déceler 

que l a  forme ecdysone, c 'es t -à-dire  ce1 l e  qui e s t  synthétisée 

de nova e t  inactive ( s i  l 'analogie  avec les insectes e s t  vraie) .  

La présence d'écdysone à ce stade crucial du développement du 

parasi t e  peut ê t r e  rel i ee à t r o i s  événements b i  01 ogiques : 

- Migration e t  developpement de l a  forme juvénile. Pendant 

l a  migration du parasi te  des poumons vers l e  fo ie  l e s  

travaux de WILSON(1978)ont montre que l e  processus de 

transformation é t a i t  caractér isé  par des changements des 

fonction biologiques e t  morpho1 ogiques te l  1 es 1 a réduction 



en ta i l le  e t  degré de torsion du parasite ainsi qu'une réduc- 

tion de l'amplitude des mouvements d'élongation e t  de contrac- 

tion des vers. Ces modifications entrainent chez le  schistoso- 

me installè dans le  foie la perte de sa capacitè à migrer dans 

d'autres organes (WILSON & a1 .-1978). 

- ,Modification de paramétres métaboliques du parasi te qui arrive 

dans le foie (LAWSON & WILSON - 1980). 

La mesure des quantités d'azote contenues dans le jeune 

schistosome, pa r  la méthode de JACOB, de la consommation 

d i  oxygène, par la technique du respi rométre, de 1 ' activité 

lactate deshydrogénase, par la méthode de BERGMEYER e t  BERNT,  

montre une augmentation rapide de tous ces paramétres dès que 

le parasite atteint  le  systéme porte-hépatique. De plus, ces 

événements, dont  lesauteursnepeuvent expliquerl'origine 

sur des critères biologiques, sont init ies entre le  10 éme e t  

le 11 éme jour après 1 'infestation. 

- Modifications des membranes de S.manboL . La technique de 

cryodécapage a permis de révéler que la membrane du schisto- 

some de 11 jours présente des caractéristiques précises, as- 

sociées à un phénomène assimilable à une mue (TORPIER, e t  

a1 .-1982). 

Ces trois observations, se déroulant à une même période dans le  

développement du parasite, se situent au moment même où apparai t 

un pic d'écdysone chez le  parasite. Para1 lèlement, i l  est main-' 

tenant bien établi que chez les insectes 1 'écdysone a u n  rôle 

morphologique e t  qu'un pic d'écdysone précéde toujours une mue 

de 1 'insecte ( ~R IJMAN e t  a l  . 1981. ) 



IV. 1.3. Schi stosomes 20 jours. 

Du f a i t  que les  parasi tes  migrent des poumons vers l e  fo ie  

de 58-510 jusqu'à 520 (MILLER, -1976), l a  population paras i ta i re  

e s t  t r è s  hétérogène. Hétérogeneité en forme , en t a i l l e  e t  en 

physiologie puisque cer tains  parasi tes  présentent déjà des ébauches 

d'une différenciation sexuel l e .  Dans une te l  l e  population, 1 ' in te r -  

prétation des résu l ta t s  obtenus res te  dél icate  e t  d i f f i c i l e .  

IV. 1.4. Schistosomes adultes (40 jours).  

Le stade adulte e s t  défini comme étant  l a  période à laquelle 

l e s  vers femelles commencent l a  ponte. Généralement, ce phénomène 

de ponte e s t  i n i t i e  vers l e  35 éme jour après 1 ' in fes ta t ion .  A 540, 

l a  proportion de femelles capables de pondre e s t  t r è s  importante e t  

concerne presque toute 1 a population femel le .  

Les adul t e s ,  mâles e t  femell e s ,  synthétisent des ecdystéroides dont 

l e  taux varie en fonction de leur  localisation anatomique. 

Les adultes recueil 1 i s  par perfusion to ta le  de hamster, présentent 

une concentration hormonale comparable pour l e s  deux sexes. Dans ce 

cas, l a  séparation par H.P .L .C .  permet de discerner l e s  deux formes 

d'ecdystéroides : 1 'ecdysone e t  la  20 0H.ecdysone avec une prédomi- 

nance de l a  forme écdysone. 

D'autre par t ,  i l  e s t  généralement admis que l e  l ieu  physiologique 

de l a  ponte e t  de l'accouplement des vers e s t  l e  systéme porto - 
mésentérique. Les adultes,  col lectés  excl usivement dans ce t t e  région 

anatomique , présentent une di fférence sexuel l e  s igni f ica t ive  en 

taux global d'écdystéroides. De plus, les  rapports des formes 



ecdysone e t  20 O H .  ecdysone mesurés par  combinaison HPLC - RIA, 

sont inversés par rapport à ceux obtenus par perfusion totale, i l  

e s t  donc analogue à celui observé (dans les oeufs du parasi te.  

Chez les insectes, nous savons depuis 1975, orâce notamment aux 

travaux de l'équipe de J.A. HOFFMAN sur LacunXa rni@ataKia, que les 

femelles en vitéllogénèse produisent de fortes quantités d'ecdystéroides 

( 1 0 - ~ - 1 0 - ~  M )  avant la  ponte. En e f fe t ,  sous stimulation d'une neuro- 

hormone ( C H A R L E T  e t  a1 .-1979), 1 'épitél ium fol 1 icul a i re  de I 'ovaire 

synthétise 1 'ecdysone a par t i r  du complexe ch01 estérol -1 i poprotéi ne 

( L A G U E U X  e t  al . -  1978). Cette hormone stimule l a  synthèse de 

vi tel 1 ogéni ne ,ou proteine femell e ,par 1 e corps gras (FALLON e t  al .- 
1974 ; HAGEDORN e t  al.-1975 ; JOWETT e t  al.-1981). L'ecdysone 

néosynthétisée se complexe à 1 a vi tel 1 ogéni ne produite (LAGUEUX e t  

al .-1981) transformant ainsi 1 'ovaire en "réservoir" d'ecdysone. En 

f a i t ,  la  presque t o t a l i t é  de ces ecdystéroides complexés sont présents 

dans l 'oeuf. La conversion en hormone active (20 0H.ecdysone) par 

les ovarioles permet ainsi l e  développement de l'oeuf e t  des premiers 

stades embryonnaires. 

11 a été d 'ai l leurs démontré que des extra i ts  acétone ou éther de 

schistosomes mâles, provenant de perfusions des veines mésentériques, 

in i t i en t  l e  développement des glandes vi tel  1 i nes de femell es sexuel - 
-1ement immatures (SHAW e t  al.-1977). Ceci suggère de façon indirecte 

l e  rôle potentiel important de l'ecdysone dans l 'induction de la 

maturation du système reproducteur femell e de SchbXaboma rnartrsod 

Chez les insectes, l a  L.  DOPA DECARBOXYLASE (aromatique L amino 

acide carboxylase E.C.  4.1.1.28 , une enzyme essentiel le  dans la  forma- 

-tion de cuticule (MARSH e t  al .-1980; KARLSON e t  a1 .-1966) , en 

particulier,  de 1 'oeuf) semble ê t re  sous l e  contrôle de 1 'homone 

ecdysone ( KRAMINSKY e t  al.-1980). Cette enzyme catalyse la réaction 
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de décarboxylation de la  L.DOPA en dopamine e t  de la  5OH.TRYPTOPHANE 

en 50H.TRYPTAMINE. La présence d'une t e l l e  enzyme a é t é  démontrée 

aussi bien chez des cercaires de schistosomes que chez des schistosomes 

adultes (CATTO - 1980). 

L'ensemble de tous ces t r a v a u x  nous amène a réa l iser  l 'un des schémas 

réactionnels hypothétiques dans lequel l'ecdysone pourrait stimuler 

chez S.mamoni, la  synthése de mélanine q u i  e s t  u n  composé intervenant 

dans la constitution de l 'oeuf (Schéma 2 ) ,  

Deux arguments viennent étayer ce schéma : 

- D'une part, la  sérotonine qui entre dans 1 'une des voies 

anaboliques de la mélanine, e s t  présente en quantité importante dans 

1 e mésentère de 1 ' homme. Ce mésentère es t  aussi 1 e 1 ieu OC 1 es parasi tes  

montrent une différence sexuelle en ecdysone. C'est également, avec 

le  système porte leur lieu d'accouplement e t  de ponte. 

- D'autre part, l'enzyme Hydroxy indbl O méthyl transférase 

intervenant dans la voie anabolique de la mélanine e s t  inhibée par de 

forte quantité d'estradiol (CARDINAL1 e t  al.-1981). C'est précisément ' 1 

l e  cas avec les implants d'estradiol (BARRABES e t  a1 .-1979) qui 

diminuent l a  parasitémie e t  l e  nombre d'oeufs dans les fécès d'animaux 

infestés. 

IV. 7.6. Chez Faciola  hepatica. 

Ce parasite appartient à la classe des TREMATODES digéniques comme 

S.rnamoni . Par contre, ce vers es t  hermaphrodite comme la  plûpart 

des TREMATODES . 
11 contient également les deux hormones d'insectes détectées chez 

S.mcr~oni : l'ecdysone e t  la 20 O H .  ecdysone. 



11 faut  cependant noter que, 1 e parasi t e  Fa,bcLaLa hépatica contient 

une autre hormone de s t ructure semblable à l'écdysone, reconnue 

par les  anti-corps ant i  écdysone. 11 pourrait  s ' a g i r  i c i  d'une 

molécule propre à ce parasi t e .  

I V , 2 ,  DOSAGE DES ÉCDYSTÉROIDES DANS LE SÉRUM OU LES 

UR I N E S  D'HÔTES VERTÉBRÉS PARAS ITÉS 

IV.2.1. CATABOLISME D'ECDYSONE EXOGENE. 

La courbe de dispari t ion du  mélange écdysone e t  20 OH écdysone 

injecté  à des hamsters sains e s t  une exponentielle d'équation générale: 

(Ecdysone) = ( E c d y s ~ n e ) ~ ~  x e -1,058 t 

Ces r é su l t a t s  sont confirmés par l a  présence de droi tes  para1 l e l e s  

en représentation inverse ( log C en fonction du temps), indiquant 

ainsi  qu'un mélange d'écdystéroides e s t  catabolisé selon u n  seul 

processus. 

En f a i t ,  l e  terme catabolisé d o i t  ê t r e  p r i s  dans l e  sens d'une élimi- 

-nation de 1 ' e n t i t é  mol écu1 a i r e  pl ûtôt  que dans 1 e sens d'une dégra- 

-dation biochimique. En e f f e t ,  l e  devenir biochimique de ce mélange 

e s t  actuel 1 ement inconnu, 1 'expérimentation ne permet pas d '  accéder 

à ce paramétre. 



Pour répondre à une telle question, i l  serait nécessire de 

posséder de 1 'écdysone marquée au 14c sur le squelette même de 

la molécule, et de suivre la radioactivité dans les différents 

organes et compartiments 1 iquidiens de 1 'animal. ( 

Un simple marquage au 3~ sur 1 ' une des fonctions hydroxyles 

serait insuffisant car il pourrait subir une oxydation active ou 

passive, et par conséquent, l'écdystéroide redeviendrait "froid".) 

De plus, la présence de fractions 14c non immunoréactives dénoterait 

une modification de la structure de l'écdystérone initial. 

Dans le sérum, le temps de demi-vie de l'écdysone est sensiblement 

identique à celui observé chez les arthropodes, 30 minutes, contrai- 

-rement aux stéroides humains qui ont généralement des temps de 

demi-vie de l'ordre de 6 à 8 heures. 

L'écdysone Fxogène, ne se lie pas à un substrat sérique pour former 

un compléxe stable, à demi-vie plus longue, selon le schéma : 

Ecdysone + Substrat == Ecdysone-Substrat 

( Ecdysone-Substrat) 
avec K = - 

(Ecdysone)x(substrat) 

et (Ecdysone) + (Ecdysone-Substrat) = Constante 

Dans notre RIA, le compléxe ecdysone-substrat est dissocié par 

1 ' incubation méthanol ique à chaud. Par sui te, nous dosons 1 ' ecdy- 

-sone libre plus l'ecdysone qui était liée. Si le compléxe 

existait, cette quantité dosée devrait être constante pour des temps 

courts de l'ordre de quelques heures en raison de la stabilité du 

compléxe ecdysone-substrat. Ce n'est pas notre cas, puisque les 



quantités dosees diminuent exponentiellement avec le  tezps, 

même pour des pzriodes courtes de quelques heures. 

De plus, les  cinétiques effectuées sur 24 jours auraient pû 

mettre en évidence la  présence de t e l s  compléxes. 

Bien que ces expériences d o n t  l e  principal b u t  é t a i t  

d'apprécier l e  temps de demi-vie d ' u n  écdystéroide dans l e  

sang soient significatives , i l  ne faut pas oublier qu'à 

chaque saignée 20 % des protéines plasmatiques sont ret irées,  

(en particulier,  la  sérum al bumine dont l e  "turn over" es t  

d'une dizaine de jour).  Le rôle important de la sérum al bumi-  

-ne dans l e  transport non spécifique d'hydrocarbure de 

faible poids moléculaire comme les stéroides doit ê t re  consi- 

-déré. 

Après 1 a d i  spari tion de 1 ' écdysone sérique exogène, 1 ' u.ri ne 

e s t  le  compartiment naturel pour l'élimination de molécules. 

L'ecdysone e s t  effectivement, après injection intra-veineuse, retrou- 

vée dans les urines de hamsters t ra i t és .  La oourbe représentative 

de l'élimination par les urines de l'hormone ecdysone es t  la résultante 

de deux exponentielles décroissantes. 



Cette technique suggère deux "compartiments" pour l'ecdysone : 

l e  premier s e r a i t  une absorption e t  l e  second une désorption de l a  

molécule. Deux hypothèses au moins peuvent expliquer de t e l s  résul-  

t a t s  : 

- un cycle entéro-hépatique : 1 a premi è r e  cinétique correspondrait 

à 1 a rétention de 1 'ecdysone dans les  muqueuses i n t e s t i  na1 es e t  1 e fo ie ,  

e t  1 a deuxième part ie  de 1 a courbe au "rel  arguage" de 1 'ecdysone par 

ces organes. Ce rel  arguage devrait  normalement conduire 1 ' ecdysone du 

fo i e  au rein via l e  sang. Un t e l  schéma devra i t  ainsi  mettre en év i -  

dence dans l e  sérum une courbe biphasique. Cette deuxième cinétique 

sérique n'ayant pu ê t r e  appréhendée dans nos délais d'observations, une 

tentat ive d'explication pourrait ê t r e  son masquage par l a  première 

courbe observée s i  l a  méthode u t i l i s é e  e s t  correcte.  

- u n  e f f e t  néphrotoxique de 1 'ecdysone : dans ce cas, la première 

par t ie  de l a  cinétique correspondrait à l a  rétention de 

1 'ecdysone par les  ce l lu les  rénales, des glomérules ou des tubules. 

Cette concentration infestante  d'ecdysone c0nduirai.t à 1 a mort de 1 a 

ce1 1 ul e qui rel arguerait  a lors  son contenu. 

Actuellement, on ne peut exclure aucune des deux hypothèses, 

d'une part parce que nous effectuons une expérience d i t e  "de charge", 

c 'es t -à-dire  u t i l i s a n t  des doses non physiologiques d'ecdysone. Tout 

produit ayant son seuil  de cytotoxici t é ,  i l  n ' e s t  pas exclu que dans 

l a  méthode u t i l i s é e  ce seuil n ' a i t  pas é t é  a t t e i n t .  D'autre par t ,  nous 

avons observé que des injections â ~ o - ~ M  e t  ~ o - ~ M  d'ecdysone provoquait 

l a  mort des hamsters par anurie. 



Actuellement, nous recherchons les  organes susceptibles de stocker 

1 'ecdysone. Les r é su l t a t s  ne sont pas encore connus au moment de l a  

rédaction de ce t te  thèse. 

I V .  2 . 7  . 3 .  D2.tection d' ecdy~one héhique chez lu animaux pana-lLtéa 

a )  Infestation par S .  mansoni 

Des hamsters infestés  par l e  parasite S. mansoni, présentent dès 

l e  6ème jour de 1 ' in fes ta t ion  des molécules sériques immunoréactives 

avec des anti  corps ant i  ecdysone. 

Les jeunes schistosomes synthétisent de l'ecdysone e t  de l a  

20 OH ecdysone. Ces mol écu1 es sont vrai sembl ab1 ement excrétées par 

l e  parasite e t  subissent dans l e  sang des modifications moléculaires. 

Ces ecdystéroïdes seront appelées Ecdystéroides Sériques Endogènes ou 

E.S. E .  Chez 1 'animal permissif, les  quanti t é s  d'E .S.E. atteignent dès 

l e  12ème jour un plateau ( mg/l). Ces quantités sont tout à f a i t  com- 

parables à ce l les  d'hormones stéroïdes plasmatiques de l'homme : de 

0,20 à 7,10 mg/ml pour la  Testostérone ; de 0,23 à 178 mg/ml pour l a  

progestérone e t  13 )ig/ml pour 1 'aldostérone par exemple (BAYARD e t  al . , 

1970). La présence d l E . S . E .  semble ê t r e  u n  marqueur biologique d'une 

infestation par S. mansoni q u i  trad u i r a i t  en plus un développement 

normal du parasi t e .  
La aussi ,  l 'analooie avec l e  modèle insecte peut expliquer ce résu l ta t  

en apparence paradoxal puisqu'à pa r t i r  de faibles  quantités d'hormone 

dosées dans l e  parasi te ,  des ecdystéroïdes sont détectables dans l e  

sérum. En e f f e t ,  Chez Locu,&ta mighatotLia par exemple, la synthèse de 

1 'ecdysone e s t  effectuée dans une qlande s ~ é c i a l  i sée ,  1 a alande 



de mue ou @lande prothoracique (KOOLMAN e t  a l . -  1974), a p a r t i r  d'un 

précurseur Cholestérol-lipoprotéine. L'ecdysone néosynthétisée e s t  

directement "excrétée" dans l e  sang de Locl~1l-13~ rnLghcLto~a contrairement 

à l a  s i tua t ion  précédemment décri te  pour 1 'ecdysone ovarienne (HIRN e t  

a1 .-1979). 

Le r a t  e s t  u n  animal semi permissif, chez lequel des E.S.E. peuvent 

ê t r e  également détectés à u n  stade ~ r é c o c e  de l ' i n fe s t a t ion .  Cet hôte 

semi permissif e s t  connu pour mettre en place vers l e  10 ème jour après 

l ' i n fe s t a t ion  une réponse immunologique dont cer tains  anticorps sont 

biens caractér isés  e t  étudiés dans l e s  phénomènes de cytotoxici té  à 

médiation ce1 1 ula i re  dépendante d'anticorps ( A D C C )  . Ces mécanismes 

effecteurs du r a t  permettent ainsi  l e  r e j e t  de l a  quasi t o t a l i t é  de l a  

population parasi t a i r e  dans une s i tua t ion  de ré i  nfection. 

Chez u n  te1 hôte, les  quantités d lE .S .E .  dosées diminuent progres- 

sivement dès l a  période 6 - 10 jours après l ' i n fe s t a t ion ,  quel que s o i t  

la charge parasi ta ire .  Ceci suggère donc que les  parasites se  développent 

anormalement e t  que leurs fonctions physiolo~iques sont a l té rées .  

b) Infestation par V i p d a n m a  v i tae  

L'apparition dtE.S.E. ne semble pas r e s t r e in t e  au seul groupe des 

Trématodes mais aussi au groupe des nématodes comme VipeaWLonema v a e .  

Les études pré1 iminaires montrent 1 ' a ~ p a r i  t ion d ' u n  taux diE.S.E.  

juste au moment de la  microfilarémie, c 'es t -à-dire  l e  début de la  "ponte" 

des microfi l a i r e s  à 563. Ce résul t a t  n ' e s t  pas surprenant, compte-tenu 

des travaux de ROGERS (1973) qui montre que des ex t ra i t s  de nématodes 

comme PanagheUun hedLvivun peuvent i ndui  re une mue chez 1 ' insecte. 



Réciproquement, 1 'ecdysone e t  1 ' hormone juvénile agissent sur l e  

développement du système reproducteur des nématodes ( R O G E R S ,  1973). 

IV.3. DOSAGES D ' E C D Y S O N E  SERIOUES ENDOGENES CHEZ LES PRIMATES INFESTES. 

IV.3.1. Chez l e  singe Patan p a t a ~ .  

Par sa physiologie pl us proche de ce1 :e de 1 'homme que ce1 l e  des 

rongeurs e t  pour des raisons d'éthique, l e  singe représente u n  modèle 

expérimental t rès  intéressant. 

Nos observations précédentes concernant 1'E.S.E. observées chez les 

rongeurs sont transposables aux primates Patas-Patas. 

Le type de courbe d'apparition dlE.S.E. e s t  de même type que cel le  

observée chez les  rongeurs "permissifs", c'est-à-dire une courbe en pla- 

teau avec une rétention des ecdystéroïdes. Cependant, l e  plateau semble 

ê t re  a t t e in t  plus tardivement. 

De plus, des quantités importantes d lE .S .E .  sont détectables même en 

l'absence d'oeufs dans les fécès. Bien que l e  rôle des ecdystéroides dans 

la vitellogénèse ne soi t  pas expérimentalement démontré, cet te  dernière 

observation pourrai t suggérer que 1 'ecdysone, au-del à d 'une certaine 

concentration, exercerait u n  e f fe t  rétro-actif négatif sur la vitellogénèse 

des femel 1 es. 



En faveur de cette hypothèse , i l  faut c i t e r  les travaux de 

C H E E V E R  e t  POWER (1972) qui o n t  montré chez l e  singe Rhésus qu'une forte 

infestation par 500 à 600 cercaires provoauait une diminution dans l e  

temps du nombre d'oeufs dans les fécès comparativement à des animaux 

infestés seulement avec 100 cercaires. Les ecdystéroïdes apparaisent 

donc comme u n  marqueur biologique d'une infestation par  S . m a u u n i  en 

particulier,  même dans des cas où  la détection d'oeufs spécifiques 

dans les fécès e s t  négative. 

IV.3.2. Chez l'homme. 

L'une des applications de notre travail e s t  principalement orientee 

vers 1 'amél ioration des techniques de diagnostic chez 1 ' homme. Même 

si les paramètres deviennent de plus en ?lus complexes du modèle rongeur 

à 1 'homme, i l  e s t  nresque toujours possible de répondre à une question 

précise. Dans l e  cadre de ce travail ,  la  question nosée est :  

"l'ecdysone e t  les ecdystéroïdes sériques peuvent - i l s  servir  au 

diagnostic d'une infestation par helminthe ? ". 

Plusieurs dizaines de sérums humains ont é té  étudiés mais quatre 

seulement o n t  f a i t  1 'objet d'une étude plus approfondie, d'une part en 

rai son des volumes de sérum disponible e t  d'autre part en rai son des 

quantités d'ecdystéroïdes dosées. Ces sérums étaient toujours accompagnés 

des urines correspondantes. 



Ce modèle a permis de mettre en évidence des ecdystéroïdes 

sériques ne correspondant ni à de 1 'ecdysone , n i  à de l a  20 OH 

ecdysone (sauf chez u n  malade où l 'analyse R.1.A.- H.P.L.C.  a 

permis de mettre en évidence un  pic d'ecdysone). Cette (ou ces) 

s l é c u l e ( s )  ont des comportements en solution tout  à f a i t  par t i -  

-cul i e r s  , notamment leur  a f f i n i t é  pour des solvants apol a i  res 

comme l'hexane. L'ecdysone e t  l a  20 0H.ecdysone n'ayant aucune 

a f f i n i t é  pour de t e l s  solvants. 

L'analyse combinée R.1.A.- H.P.L.C. ne permet pas de trancher 

sur l a  polar i té  de ces nouvel les  molécules. En e f f e t  , l e  compor- 

-tement de ces ecdystéroïdes e s t  apolaires lorsqu'on u t i l i s e  des 

colonnes polaires comme l e s  "Di01 s"  e t  polaires lorsqu'on u t i l i s e  

des colonnes apolaires comme les  "Phényl". L'optimal i sa t ion  de nos 

conditions H.D.L.C. e t  un meilleur choix des colonnes nous permettrons 

peut ê t r e  de lever ce t te  d i f f i cu l t é .  De pl us, les  couples de solvants 

u t i l i s é s  devront vraisemblablement ê t r e  réévalués pour c e t t e  nouvelle 

famil l e  de molécules. Ce phénomène n ' e s t  observable que dans les  sérums 

étudiés,  a lors  que dans les  urines tous les ecdystéroïdes sont 

solubles dans l e  méthanol , même en présence d'hexane. De pl us, les  

ecdystéroïdes ont é t é  ident i f iés  sur  gel de s i l i c e  comme é tant  un 

mél ange d'ecdys téroïdes dont 1 ' ecdysone. 

Vraisemblablement, l e  sérum de malades infestés  véhicule des 

métabolites de l'ecdysone ou de l a  20 0H.ecdysone alors  que les  urines 

contiennent essentiel  lement de 1 'ecdysone. 



Quant aux sujets sains, l e  dosare effectué sur plus de 150 échantil- 

-ions de sérums n ' a  jamais révélé plus de 50 femtomoles d'ecdysone 

équivalent par ml de sérum. 

En conclusion, les ecdystéroTdes sériques endogènes semblent bien 

ê t re  les révélateurs biologiques d'une infestation par helminthes. 



COIICLUS 1 ONS 



CONCLUSIONS. 

L'ensemble de ces travaux montrent pour la premiére fois 

qu'un trématode e s t  capable de synthétiser ses propres hormones. 

Ces molécules parasitaires, analysées par 1 '  H.P.L.C.  e t  l e  R . I . A ,  

semblent analogues aux hormones d ' i nsectes impl i quées soi t dans 

leurs processus morphogénétiques (mue larvaire, mue larvo-pupale, 

mue pupo-imaginale) soi t  dans leurs processus de différenciation 

céllulaire (ovogénèse, développemeiit de l'oocyte): l'ecdysone e t  

la  20 OH. ecdysone. 

La production hormonale par Sckintaaoma m a ~ a n i  es t  dëtectée à 

deux périodes critiques de son développement : 

- A J l l  , période de transition entre la forme juvénile e t  

les vers adultes , caractérisée par de brusques variations 

des paramétres physiologiques e t  biologiques du parasite. 

- A 540 , période de la maturation du systéme reproducteur 

femelle, caractérisée par la ponte des oeufs . A ce stade 

du dévéloppement parasitai re, les quanti tés hormonales 

varient avec le sexe du Schistosome e t  sa localisation 

anatomique chez 1 'hôte infesté. En particulier, l a  balance 

entre les formes ecdysone e t  20 OH ecdysone e s t  inversée 

lorsque l e  parasite passe d'un s i t e  quelconque de l 'orga- 

-nisme vers son lieu physiologique de ponte r Le mésentère 

riche en sérotonine. 



Le rôle des ecdystéroides chez les  insectes e s t  l i é  à l a  

stimulation des synthése protéiques intéressées dans les  

phénomène morphologiques (mues) ou de différenciation ce1 1 ul ai - 
-re. 

Par analogie, les  hormones parasi ta i res  pourraient jouer un 

rôle biologique à t ro is  niveaux : 

- Au niveau du développement de l a  forme juvénile, permettant 

ainsi l e  passage vers l a  forme adulte différenciée e t  séxuée. 

- Au niveau de la stimulation de la  vitellogénèse du systéme 

reproducteur femell e ,  où interviendraient très vrai sembla- 

-bletnent des facteurs d'origine mâle. 

- Au niveau de l a  stimulation de la mélanine de 1 'œuf avec 

l ' intervention de la L.DOPA DECARBOXYLASE e t  de l a  5 OH 

TRYPTAMINE. 

Le modèle biséxué Schistosome n 'es t  pas unique puisque de te l les  

hormones o n t  également été mise en évidence chez un autre trématode: 

fanciola héputica. Ce parasite hermaphrodite possede en plus des 

deux hormones décri tes chez Sckin;toaoma m a m a n i  u n  écdystéroide 

non identif ié ,  en quantité mineure. Ainsi , semble se dessiner 

u n  "tableau hormonal " des trématodes, où,  sous un dénominateur 

commun appelé" ecdysteroides", une certaine spécif ici té  apparaît 

so i t  dans des formes particulieres d'ecdystéroides, s o i t  dans 

l e  rapport dls formes ecdysone e t  20 OH. ecdysone. 



De telles molécules sont synthétisées et excrétées par le 

parasite dans le milieu biologique environnant et en particulier, 

dans le pl asma ou 1 ' urine de 1 'hôte infesté. 

Ces écdystéroides sériques endogènes (E.S.E) sont détectables dès 

le 6 éme jour après l'infestation, aussi bien chez des animaux 

permissifs que non permissifs, de plus ces molécules sont de 

polarité très différente de 1 'ecdysone ou de 1 a 20 OH ecdysone. 

Nous pensons actuellement que ces produits de dégradation des 

écdystéroides d' invertébrés sont très prometteurs dans 1 e cadre 

des études des interactions du couple hôte-parasite. 

En effet, si la disparition d'écdystéroides sériques endogènes 

chez le rat est en parfait accord avec le modèle expérimental 

d'infection abortive, il sera très important de vérifier si la 

présence d'écdystéroides sériques peut dysréguler les mécanismes 

immunitaires de cet animal non permissif. 

Dans l'attente d'une telle vérification, nous pouvons avancer 

sans trop d'erreurs que la détectfon des écdystéroides sériques 

endogènes s'avère être, dans llimmédiat,très utile à 1' améliora- 

-tion des techniques de diagnostic de maladies parasitaires. 

En effet, ces molécules biologiquessemblent être de bons marqueurs 

de la charge parasitaire, même en absence d'œufsdans les selles, 

élément indispensable dans un but de dépistage précoce et dans le 

cas d'une chimiothérapie. 

Nous pensons que ces résultats de base, présentés dans ce mémoire 

permettront une approche plus rationnelle d'un projet plus vaste 



défini par cinq grands objectifs : 

1 - Rôle de ces ecdystéroides chez 1 e parasi t e  Sckin;toaoma 

2 - La poursuite de notre recherche fondamentale sur des bases 

moléculaires des voies métaboliques propres aux stéroides 

de Sckin;tohoma m a m a n i .  

3 - L'étude des composés pouvant interférer avec ce métabolisme 

e t  provoquer la  mort du parasite. 

4 - L'étude de l ' interférence des hormones parasitaires au niveau 

de 1 'hôte défini t i f ,  tant  sur l e  pl an immun01 ogique que sur 

l e  plan endocrinien. 

5 - La mise en évidence de marqueurs biochimiques spécifiques 

de la  parasitose pour u n  diagnostic précoce. 





L1olrgavLig~e de ce plrognamme ut i v ~ s p h é  de c&ui du 

cen&e dlirnrnunologie de MARSEZLLE - LUMZNY l r é a é  pm 

M. L. DE REGGZ am un miche-0ndina;teuh HEWLET PACKARD f f P  9625  A 

Le plrognamme , é ~ a b U  en k g u r g e  basic bonztlonne actud-  

Cment am un mima-otLdinatem WANG 2200 S. 

IL peiunet : 

- de gélren lu combe dlé;taeonnage de L1écdyaone . 
- de catcUXen a L L t o ~ u m e M ; t  lu BIT de dix 

c ü a l y a m  à p W  d l  un lruban pen,jotré obtenu 

pm un comptm de ircxdioac$LvLtë ' gamma1, 

- de catcUXen b u  q u W è a  hotunonaLu contewu davLs 

un é c h a W o n  biologique pan lréglrusian f i n é d e  

de La combe étaton. 





INITTALZSATION DES PROGRAMMES . (ugne6 5 à 55 ). 

L e 6  fignes 5 a 70 gahdevLt dans la mémahe ac;tive de R'ondiMatem 

un éapace néaaveb aux di6dénen.t~ v d a b l e 6  du pnagtramme. 

L1aU;rUbdon de6 v w i i a b l ~  W é e 6  e6lt Le auiv& : 

A$ : nom du p h o g m e  appel2 pm L1opéha.tem. 

T$(10): lfiRhe du diaeyaeulr compltè. 

P$( 10) : v h b l e  expéhunen;taee cancanan;t Le poids , la m o n  

de 1 ' éc-an biologique. 

Tl$ : campALzgeluauntenubanpm~ahè. 

XI$ : népanse de L ' a p W e m  ( o u i  ou non) à une quafion poaèe 

pm L'a-euh. 

: pmmet l e  chLZltgement au Ca teotuhe de la combe de né@hence. 

H$ ( 2 0 1 : v h b l e  expéhen;taee 

O$ ( 30) : ciaite d'incubatLan d e s  diaegaeuhs. 

G$ : p m d  llinsdp.$ion du aigne " " au " " daMa Le6 n é a W .  

U(20) : nombne de coupa d m  La ~ m & o n  abne .  

T(20) : nombhe de coupa dans La ~mc;tion fiée. 

R(155): &ce à une .Ligne et à 155 colonne6 paun  la combe 

d'étaeannage d LU BIT.  

P(3,20): matrlxce à 3 &igne6 20 colonneh héaavée à L1identi~icLiltion 

d'une chambne de diaegaeuh. 

Aucun cade n' e6.t n e q d  pawt L1  appel dl un pnagmwne . En cas 

d'incampnéhension de la p& de t'andinatewr , Le nom de6 

ptLogmmme6 dibponibLe6 a m  ad&iché ( f igne 40). 



5 CMrt k9303T%I10>X,P%C1Q>10,Tl%SGsXi%5MiI;5C%yX%,H~(20>,C).F(30)5G$ 
C20)3U(20)sT 1 2 0 ) 3 G ( 5 ) 5 k 1 2 5 ) , ~ Z 0 ~ , G Q Z 0 > y 0  
10 CDM 13884,19G4 
15 PRINT HEXIO30ISUA0~3030309>:INPUT " N m  DU PRC3GRAMME",k9:PRfNT 
HEXi03> 
20 IF PCISCA$=UL" ) >-= 3 THEN 365 
25 IF POSCk9="FM ) >=1 TE.4 t35 
30 C=i:IF PCEIA$="OU) ::a= 1 THEPJ 60 
35 PRINT "ERREUR ! ! ! " i n  ";"PRDGRAMlrtE ";A%;" ItJEXISTkt-iTn 
:?RINT HEX(ûA) 
40 PRINT TkBii5); "Prograrrnri?!ii y~~sibles":PRTNT MEX(OhQk;,"ECD'fSOt~1 
E REFERErJGE ";TA0(30); "ou";TA8I40>; "ECO REF" 
45 PRIPU' "ECEIYSCINE 80";TAB13O>;"ou";TksI40~;"ECD BQ*:PRI?JT "ECDY 
SC)NE Ptk?WEL";Tk8~30>; "c<u";TkBQ4Q);"ECD MkPJL" 
50 PRINT "JH REFEREf4CE"~TkBi3Q);"au";Tt"78~4O>;"JH REFn:PRINT "JH 
80":PRINT " 3 - i  M A P ~ E L " ; T A B ~ ~ ~ ) ; ~ ' ~ ( u " ; T ~ ~ ~ W > ; " ~ H  Mk?4L":PRI~Jl HEXQO 
A) 
55 IFJPUT n . K *#,xls:GaTu is 



DZALYSEURS EN Bo . ( Ligneb 60 ip 230 ). 

C m e  pdrr;tie de pmgnamme iat à c d c u R a  Les B/T p o w ~  chaque 

coupte da chambne d'un d i d y i e u t ~ ,  

D m  Le cab où Les comptagu d u n t  i~~ pan L ' i v L t m é W e  

du truban pa,joné 11TNTERTECffNZ2UE11 , Le &aLtement des  d idy ieum 

( j u q u l à  caneunence de 7 0 )  i e  ~ e n ~ r  ianb intenventLon de L 1 o p é n a ; t ~ .  

L e s  h é a m  obtenu p m e t t i r o n t  de vézL&ia Le bon W den 

membnaneû a p h  L1incuba;tion d' échanUton kologique. 

La vaniabLe " H l 1  ( f igne 65 , 90 , 100 , 7 05 1 ne peuk ptrenhe que 

Les v d e w  ' O '  ou ' 1 '  : 

-Pom ff=0 , Le comptage es t  aW~Lbué au nombtre de coup6 ctakaux 

fibtre + f ié : T ( J ) .  

-Pom f f = 7  , au nombtre de coupi fibtreû : U ( J ) .  

La valülzbLe if ent  appdée dam ce c a  un ' ,j&gl. 

L e s  f ignu  135 Ci 190 pmuXen;t L1hptre66ion d e s  tréiLLeta;ts h o u  

dome de .tubLeau. 

L u  f i gnu  200 Ci 230 pmet2en.t : 

- ioLt de trecomnencm un c y d e  de d c & .  

- i o L t  Le butnchement à un a h e  ptrogname. 

- ioi.2 la ,jin de L1intmoga-&Lon . 



, , -- 
i'i L I -  - 

CALCULS DES B/T . DIALYSEURS EN Bo 

60 REM DIGL'fSEUR EN 80 
55 IWUT "Avec rutan (1) , sans rubar1 (2)",V:Ut4 V GDTD 70,115 
70 If4PUT "Temps d.: mesure ",T1:Iî'4PUT "Nbr de dialyseurs : 

",C1:FDR C2=1 TD C1:PRItJT "Dialyseur Nu ";C2,:IÎ4PUT " - .#a ... 
Titre ",T%tCZ):NEXT C2 

75 INPUT "Nature du code : 'FF' (1) , '3D' 12) : "$8: IÎ4PUT " I n c  
utatiun du ->.",D$ 
30 FDR C2=1 TD C1 
85 FClIi J=1 TD 10 : H-O 
30 IF 8=2 THEN 100:GDSUB '3:ElkTh LDAB BTIÎ4=56,L=FF>.~6lS,T1S:PRIÎ*J 
T HEXIOGOG>,T1$:K,N=2Et:MirG=S:CU3JS '4:IF !t=1 THEN 1 1 0  
'35 CDTD 105 
1 00 GDSUB ' 7 : PR I NT HEX ( 0 1  Oh~OsSOhOG0A0P~f)kOk0k0kOk > : H , Î : M, A= 
8 : '4 : IF H=i THEP4 1 1 0  
105 CONdERT STR(TI$,K,S) Tl3 TIJ):H=1:GUTD 30 
1 1 0  CDNVERT STR(TI$,K,EI> TU UC3):NEXT 3:GDTD 140 
115 C = 6+1 : SELECT PRINT W5: FOR I =1 TD 10 
120 PRIPJT 1; : IFSPUT "Coups Tx" ,TI I ): INPUT "Libre" ,Ut 1) 
125 NEXT I 
1343 C2=1: INPUT "Titren,T$IC2): IPd?üT "Dite" ,D$ 
135 GDSUE? '2 
140 SELECT PRINT 215(30> 
145 PRIfJT TA8125); :PRIPJT HEX(M>QAOE)," DIGLYSE\JR ";9 
TRCh'$,1,2);" EN 30": PRIF4T " " 
1 5 0  PRIfdT "Dial, "jT$(Ç2):PRINT "Intutatior~ du i ";f)'S;: PRINT " " 

155 FCiR I=1 TD 73 STEP 2:PRINT T#IBCI>;"*"~* y .Î4EXT I 
1G0 PRINT HEX(0A):PRINTUSING 165 
1G5% B+F F T B/T 
170 PRINT HEXIOA): J=I : FOR J=i 70 10 STEP S 
175 PRIÎ4TUSIPtG 1Et0,TÇJ),U(J),T13)+U<Jlz 1T<J>-LffJ) >/TI3>,T<J+1 1,i-t 
(3+1),T13+1)+UIJ+l), iT(J+1>-UtJf1)>.~TtJ+, " 3 " " 5 " " 9 " " 
1 BOX#### ##### ###* 4#. -*%#:# 
135 FEXT J 
1'3û FUR I=l TU 73 STEP 2:PRIÎdT TA8(i>;"*";:ÎJEXT I 
135 PRIÎ4T HEXIOhOAQAOA0kOA>:SE\-ECT PRIfJT 005(G4) 
200 IF Ci =O THEN 210 
205SELECT PRIbJT 005<64>:f4EXT 62:GUTO 220 
210 PRItS7 "Dialyseur ";6; " *;:IÎ@UT " ",X%:: IF PDS<X9-"N") <::.O T 
).EN 2Z0 
215 IF V=l THEN 35 : IF $J=2 THEN 115 
220 INPUT "CHAhiGEKNT DE PRC3GRAMi'4En,Xl'$: IF PDStX1$="I'J"> ;:::.O THE 
F.4 230 
225 GDTO 15 
230 STOP :REWIfJD 



1 GESTION V E  LA COURBE V 'ETALUNNAGE ( Lignes 235  à 3 6 0 ) .  

La combe d lWonnage  ut dEcoup2e en douze degrne& Egaux , de 

Sm chaque degrnent noub con6id&om qu'une v a o n  du B/T es;t 

A chaque bonne de ces aegrnents cornespond donc un B/T qd ut alohil 

mine dans u n e r n d c e  (1 ,7)  : R ( )  (ligne 3 7 0 ) .  

La combe de héabence de R'écdyaone es2 eia6de emeg&&2e am 

K7 a o u  Le &ab& "REF" (Ligne 3 5 0 ) .  



GESTION VE LA COURBE V'ETALONNAGE . 

235 REM GESTIûN DE L A  CûüRBE D'ETAL.DNb4kGE 
240 REM C o u r t e  ' E C D Y S M  ' e t  'HORMUFJES Jü'dENILES' 
245 IFJPUT " L e c t u r e  d e  l a  caurbtiIL);ct~arge~nentlC> ",F30 
250 IF  STR(A$, l , l )="Jn  TWEN 275 
255 I F  MB="L" THEN 265 
260 IF  M%="C" THEN 305 
265 PRIFJ7 HEX(030ADA) ;TAB<1E~;"Je  c h a r g e  l a  c o u r t e  de re+ t i r -ence"  
:$RINT T M ( 2 S ) ; " D e  3 'ecdysone" :DkTA LOAD "REF": DATA LOAD R 0 : B A  
CKGPACE 1F 
270 GOTD 280 
275 I F  M%="C" T K N  305: PRINT HEXt030AOAC>kCikOA~;TA8I14~;"Je c t ta  
r.ge l a  c o u r b e  dti 7 - . e f t i r e n ~ e ' ~ : P R I J T  TAf3I22);"De l ' t ~ a m i .  J u v i i n i l e " :  
DkTA LOkD " J, H. " : DATA LDAD R I 1 : PACKSPACE i?F 
2230 GOSLIR '2:PRIPJT HEX1031, " C o u r t e  de r e f e ~ e n c e  d u  y ~ c ~ g .  " ;A$:PR 
3NT HEXIOA0k):FDR F=13 Tl3 25 
2 â S  P R I N T U S I K  230,RIF) ,F 
E X ? X * * *  Idal t-tir=#### n n P o i n t = # #  a - % + +  
235 FSEXT F 
300 SELECT PRINT OO516-4):GOTO 2Z0 
305 FOR F=13 Tl3 1-51 : PRINT F-12; "eme P o i n t  d e  l a  c o u r t e  "; : IFJFtZ 
T " >' 3 k 
310 R i F ) = A  
315 P4EXT F 
320 SELECT PRINT ûû5(E4) 
325 FMI Fr13 TD 25: PRIFJTtJSIM 33O,F-12,RIF),F 
3302** ##tirne POINT C&IURBE * * VAi,EUR=### * * k t s c i  çriti=#$l * ,% 

335 NEXT F 
340 ItSPUT "Cl3?4FIRlrfhTIl3I'JU ,C$: IF  H=2 THEN 405 
345 IF  POS(C$="N") 0 0 T E N  305 
350 IF  ÇTRIA$,1,1)="J" TEEN 355:DATA RESA8d€ l3PEN "REFU:DkTA RESk 
'X R 0 : D k T A  SAVE WD :BACKSPACE 1F:GDTO 3EO 
355 DATA RESkVE OPEN " 3. H. " :DATA RESAVE R I ) : DATA SAVE EPJI-r a BACKS 
PACE 2Ç 
360 SELECT PRINT UOSIEr(.r>:GDTD 220 



CALCULS PE LA QUANTITE D ' HORMONE (Lignes 365 à 7 2 1  0 ) .  

Aph& techache am la K7 chgemmt  en mémohe centrraee de La 

combe de /tédenence ( Ligne 3 8 0 )  , LU comptages peuvent &e i n . 0 ~ -  

dU.i;t a o d  manuUemevLt ( l igne 4 10 à 4 4 0 )  , a o d  auitamu-tiquwnent à 

p- du &ban pehdotré (lignes 6 2 0  à 71 5 )  . 
- Poun Le pog/ramme en manu& : 

Le c d c d  du B/T  es.t a l o u  eddectué (Ligne 425 1, pu& Les d i d d i 2 -  

/tentes données expMmen;taeU a o n t  infrLod&es ( lignes 445 à 4659 . 
Le aow pmgtramme 5 es.t trechehché . IL cornapond à la héghe64i0n 

l i n é a h e  de la combe de trébé&ence ( Lignes 965  à 1040)  a i m i  

qu'à L1imphesaion des   té&^&& (LLgnu 1060 à 7 1 4 0 ) .  

Ap/t& lla,$&Lahage d e s  tréauetatb , un nouveau c y d e  de calclLes 

peuA E&e d a i t  ( l i g n u  475 à 4851 ou &en on p e u t  changeh 

de prrogtramne (lignes 495 à 5 0 0 ) .  

- Poun Le p/togtramme en aukamaaXque : 

Le a o u  pmghamme 4 es t  app&é (ligne 6 3 5 )  aptrèa avoh  lu Les 

données oun Le mban (l igne 6 3 0 )  . 
Ce ~ O U A  pmg/Lamme 4 p e h m e t  de d&tecte/r un code b i M e  ASCII 7,B.M 

incompa;tibLe avec Le Language 'WANG1 & de Le Rnan~~ohmeh en code 

binahe ASCII  compaa%bXe, (Lignes 9 1 5  à 9 6 0 ) .  

Le calcul du B I T  U X  ensui& ebdectuè (ligne 7 7 0 )  avant L1app& 

du phogtramme de /teg/tuaion f i n è d e  (Ligne 7 2 5 ) .  



CALCULS DE LA WANTlTE D'HORMONE 

365 REM CALCULS ûE LA Q t e  DJHCRMûbE 
370 IF STRIA%,l,l)="Ew THEN 38O:IF Ri15) (30 THEN 4Q0 
375 M T A  LUAD "J.H.":DkTA L W  R0:BkCKÇPkCE i2F:GDTC) 4UU 
380 IF R115) <::a O THEN 400:DATA LDAD "REFU:DATA LL3kD ROEBACKSP 
ACE 1F 
385 GOTE) 4UU 
330 GDSLIB '2:PRINT kfEXi03),"COiJRBE WJ PRUG. ";A$:ÇOR F=13 TD 25: 
PRIPC RIF);:NEXT F 
395 INPUT " Cûf4ÇIRM6,TI Drd",CB 
400 H=2: IF PffiIC$="N" 1:-=1 THEN 305 
405 SELECT PRINT 005<64):31=1:PRIFJT ~ X ( 0 3 O A ~ O A 0 k > ; T A 8 I 2 2 ~ ; ~ * P r o  
gramme ";Aâ:PRINT HEXIOAt3A):ItdPUT "Avec puban I l )  ou ÇkFdS 
ruban 12)",V: ON V GOTO 510,410 
410 FDR L=l TD 1 0  
415 PRI?dT bj : I?4PUT "C~upç T x "  ,Tft): 3WUT "tibro",UZL) 
420 IF TIL)=Q THEN 435 
425 RCL>=IOC>62(1T(L)-U<LI>fTILI 
430 GDTO 440 
435 RIL)=O 
440 NEXT L 
445 IWUT *REPLICATEM,G: IFPUT "Titr-en,T%lJl ): It4FUT * 3neubation d 
u ",D$ 
450 H%i1)="2.50*": H$12),H*I3>="1*0wn 
455 K-1:L=1:P%(Jl)="H~OF;EF3ATn:GOSU8 '1 
460 K=2:L=l:P%CJ1)="DILUT113Nn:Gt)StiEji '1 
465 K=3:L=l:P$IJ1)="PUID"":GDW8 '1:PRINT HEXi03UAUAOAOk):BRINT 
TAB(20);"JE CALCULE" 
470 GEEU3 ' 5  
475 SELECT PRINT W5:PRINT HEX(OAOk0k):PRINT "Dialys~ur";H;"?":I 
PJPUT * " ,X$  
4rEK) +#=HI1 
485 IF POS(X$="Nm) <>a 0 THEN 495 
430 GOTD 410 
435 IWüT "Voulez vous changer de prugrameW,X1$ 
5U@ IF PDS(Xl%="B") f=l THEFJ 15 
505 STW "FINM:END 



LECTURE VU RUBAN PERFORE . 

510 REM PROGRAMME LECTURE W RWAN 
515 IPJPUT "Avez vous allume 3e lecteur",XI$ 
5L?O IF PEiZXl$="N")>.=I THEN 515 
525 IWUT "Na DE GRDUPE " ,G:U2=O 
530 INPUT "ND du PREMIER C M T A G E  ",CI 
535 INPUT "No W DERNIER CUWTAGE ",C2 
540 IfJPUT "Tempo de mesure en minutes ",Ti 
545 IWUT "Nature du code : 'FF' 41) ou 'EX)' (21 "98 
550 P1=20-1OO*ZC1-INTZCi) > : PZ=lûU*ZCd-IP4TiC2)) : F311 (IPJTZC2)- 
IPTTZCl)>-1>*13 
555 P = iPi+P2+P3) ,' 2 
560 PRINT HEXZ03):PRIfdT TkBZ15); "Lecture de ruban avec le code 
";B:PRINT HEXZO~),TABZ20);Hde :";Tkh3t35);Cl:PR15JT TAB(20);"A 
:";TEh8Z35>;C2:PRIfJT HEXtOA),"Comptage des tubes  su^ ZU;TA8(35); 

TI;" min, " 
565 PRINT ItEXtOA),"Nbr tata1 de tubes a c01~1pter : ";TkBC35)jI&JTZ 
2W)  
570 PRIfT HEXtOA):IWUT "CWIRMATION ",Xi$: IF PUStX1Sr-"N") (1:- 
O THEN 530 
575 PRINT HEXZ03) 
SB0 SELECT PRINT Q05t64):IWUT "Replicatem,G:IFSPUT "DateM,D% 
SB5 17i);ti)="2.50nH : Hit;Z2),H*Z3)=H1.00*H:31=i 
5'30 IF4f3UT "Titren,TQt31) 
535 K=1:L=l :P$ iJ1)="~GEFh4T":Gff iU8  '1 
M>O K=2:L=1:P$<31)=YDILUTI~4n:GDSUB '1 
605 K~3~L=1:PB<J1'="PUI~m:GUSUB 'i 
Si0 IWUT "Confirmation" ,XI%: IF PffiIXl$="N" )::+=l TM34 5'30 

@ 
615 3=0 : IF P <= 0 THEN 1145 
fSZ0 FUR 3=1 TD i 0  
625 H=Q 
63û IF £322 Tt.tEN 1150:GfISUB '3: DATA LUAD PT<N=Ç6,t=FF)/GIâ,T19:S 
ELECT PR IN7 W5: PR IfJT Tl$: PRIf4T HEX Z Q 10AWADAOkOAMOAWk 
635 K,N=4 : M, A=9: GUSU8 '4 



740 REM GESTION DES CDNTW1TES 
745 EFFN' 1 
750 PRIt3T P$IJ1);"=u;i-f.tSiiK~;"?U: ItJPUT " ",H$lK) 
755 IF  H$IK)="*" THEN 810 
760 IF  Pff i IW$iK)="*") ($0 TWEN 735 
765 Fm J=L TD L + G - i  
770 C M R T  STRIH31K>, 1,NUMIH%1K)>) T U  P(K,J> 
775 NEXT J 
780 L=L+G 
7â5 I F  L<= i THEN 750:IF L = i l  THEN 810 
730 GOTU 750 
735 Fm J=L T U  10 
B W  CONVERT STRIH31K),1,?SUM1H$tK>)> T U  P I K , J )  
805 NEXT J 
810 RETURN 
815 Rf34 CMOIX DE L'IMPRIMANTE 
820 DEFFN'13:IWUT *ND D'ADRESSE DE LJIMPRIMk?JTE",K 
825 IF  K=211  THEN 840 
830 I F  K=215  TEEN 845 
835 I F  K < 200 THEN 850 
840 S U E C T  PRIPJT 21 1 1 8 0 )  :GOTD 855 
845 S U E C T  PRIt3T 215I8U):GOTO 855 
855 SELECT PRINT 005(64) 
855 RETLRPS 

REM PCGITIDPJNUrlEtdT D1J RLieAtS 
'CI65 DEFFN'3 
870 IF  S7R(T1%,1,1)=HEXIFF) THEN 83s 
875 DATA LOkD BTR(N=S)/G18,T1% 
8843 I F  STRITlS,1,1)=HEX(FF) THEN 835 
885 DATA LMD BTT(N=I,S=FF?/6l8,TI% 
8% I F  S T R l l l $ f ; , l , l >  <.)H&X(FF) THEP3 885 
Et5 DATA L W  BTIN=i ,S=FF>/Gl8,T1% 
300 I F  STR<T1$,Il1)=HEX1FF) THEN â3S 
305 DATA L W  BTR(N=1)/618,T1& 
310 RETURW 
315 REM C W d E R T I û N  A S C I I  
-)20 DEFFN84 

h 8 , , ?J;' 
8 _ 

, , , I  , 
325 FUR S=K TI) IK+M) 
330 IF  S T R < T i $ , N , 1 ) = E X I Z E ) T E t J  3 3 3  
335 I F  P3UM<STR<Tf$,N,M>)).-14, TKF.4 355 
340 I F  PJUMISTR1T1%,N,I)) >.=1 T E N  350 
'345 ktK)C<STRlT3%,N,1>,801 
350 A=#+-1: N=N+1 
355 PJEXT S 
'3W RETLRN 

SOUS PROGRAMMES . 



ZEGRESSZON LlNEAlRE ET lMPRESSlON DES RESULTATS. 
5x55 DEFRV'S 
'370 F m  D=J1 TU 31+3 : G%ID)=* ":NEXT D 
'371 Fm D=J1 TD Jlf'3 
'375 F=25 
-)80 IF RIO) < R(2S) THEPJ 1025 
385 IF RIO) >= R(F> TWEN 1030 
33Q F=F-1 
395 IF F>.13 T!-iBJ 385 
1000 E= R(13): G1(D)="CM 
1005 E=I ( IRIF-1)-E)/IR(F-1)-RIF> >+F-14>*tlœ3)+t-10.3) 
1010 QID)=I 1 s  1*Pt l,D)*P12,D>*lO+iE+8) )/P(3,D) 
1015 FEXT D 
1- GDTD 1045 
1 W 5  E=R(25): G%ID)=">*" : GOTD 1005 
1030 IF R(D> <= RIF-1) TWEPJ 10442 
1035 GOTD '3'3û 
1 0 4 0  E=R(D) : GDTD 1005 
1045 IF STRIA$,l,l)="J" THEN 1055:IF PQSIA%="J") <>*O THEN 1050 
1050 T3rt;=*E D Y S D N E ":GDTD 10G0 
1055 T3$=*H U R M D P3 E 9 3 U '4 E PJ I L E 'S - 

lm0 SELECT PRINT 2ISl80):PRINT TkBI25);HEX(O~kOE),T3$; PRIPJT H 
EXIOCi) 
1055 PRIEJ7 "Dial. ";T*IJ1 ):PRI?dT " I?cuLatiwn du : ";D$;Tk0<45); 
"de :";Cf;" a :";C2:PRIPJT " " 
1070 GDTD 1075 
1075 FOR I=1 TD 73 STEP 2:PRItdT TASII);**"'* , , NEXT I 
1080 PRINT HEXIQA>:PF?INTffi3PJG 1085 
1085%8 +F F T HSlt di 1. Poids 
F'm- M W  
10'30 PRINT HEXIOCi):IF G=i THEN 1115 
1035 PRINT E X I M ) :  F m  D=1 TD 1 0  STEP 2 
11Qû PRINTUSING lfOS,TID),U(D), ITID>+UID>>,PIlbD>,P12,D),P<3,D), 
R(D)/lOOO,QID),GBID)," ",TID+i),UID+l), iTIDf1 l+UtD+l) }ZPIi,D+1)9 
?12,D+1),?13,D+l>,RCD+f )/lQQûIQ(D+l>,G%<D+l), IC?t<D)+Q(D+1) 
1105%W#5 #### ##Mt ##a## ####a## ###a## +#a### ### 
#a### # ###W.## 
1110 GUTU 1125 
1115 FUR D=1 TU 10: PRINTLGING 1120,T(D),UID),TID)+tlID3,PI l,D),P 
12,D),P~3,~>,RtD>ilDO0,QID~ jGS{D> 
112QX#### ##W W5## SNI,#* #4##.## ###.# +#a### #### 
.### # 
1125 PRINT WEX(Ok):P4EXT D 
1130 F m  I=l TE3 73 STEP 2:PRINT TkB(I);"*""œ , .PJEXT I 
1135 PRINT îfEX(OAOAOAOAQA):SELEC7 PRINT WS164) 
1 3 4 0  RETWiN 
1145 GU713 435 
1 1 5 0  GDWB '7: GDTD G35 
1155 EFFN'7 
11GQ IF STRITl%,l,l)=HEXlBD) THEN 1185 
1165 DkTA L W  BTR IN=Z+)/G18,Tl+$ 
1170 IF STRITl%,l,1>=HEXIBD) THEN 1185 
1175 DATA L W  BTIN=1,S=8D)/61SZT1$ 
1180 IF STR(TIrt;,1,1) <> HEX(BD1 THEN 1175 
1185 DATA L D M  BTIN=l,S=BE))/G18,Tf% 
1 1 9 0  IF STFIITl'$,I,l) = EXIaf>) THEN 1185 
1135 DATA LBkD BTR IN=1>/618,T1$ 
1280 DATA L W  8T(N=S6,L=~)/618,Tl$:SELECT PRINT QU5:PRItJT XEXI 
O l ~ ~ O A 0 k O A 0 A O A Q A  ) , Tl* 
lia05 RETUFIN 
1210 END 
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