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RESUME.

Le dosage radio immunologique et ta combinaison chromatographie
l1iqiide haute perfomance - dosage radio immunologique ont permis

de mettre en évidence pour la premiére fois, Ta présence d'ecdysone
et de 20 hydroxvecdvsone chez le parasite humain Schistosoma mansond,
Ces hormones apparaissent :

- A J11 : pnériode de transition entre la forme juvénile et le
parésite adulte, caractérisée par des paramétres physiologiques précis
du schistosome,

- A J40 : période de maturation du systéme reproducteur femelle,

caractérisée par la ponte des oeufs.

Les schistosomes excrétent , dans le sang et les urines de Teur héte,
ces ecdystéroides dés le 6 éme jour de 1'infestation.

Alors qu'une rétention de ces hormones sériques est observée chez des
animaux permissifs (hamsters , singes) et chez 1'homme , on note une
diminution de ces ecdystéroides parasitaires chez 1'animal semi

permissif (rats).

Le rdle possible de ces hormones parasitaires, ainsi que leurs

applications sont discutés,

MOTS CLES : SCHISTOSOMIASE/TREMATODA - ECDYSTEROIDES/HORMONES STEROIDES -
DOSAGE . IMMUNOLOGIE - ANALYSE . CHROMATOGRAPHIE PHASE
LIQUIDE - SERUM , DEPISTAGE - URINE . DEPISTAGE .



INTRODUCTION




"La schistosomiase (ou Bilharziose) constitue un probléme
sérieux dans 73 pays tropicaux ol le nombre de personnes infectées est
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 1a Santé,
(0.M.S.), cette maladie gagne du terrain du fait de la mise en valeur
des ressources hydriques dans la plupart des pays tropicaux en développe-

ment.

Découverte en 1851 par le chercheur allemand BILHARZ, la bilhar-
ziose est une parasitose des zones inter-tropicales dont les agents sont
des vers gonochoriquesdu genre Schistosoma (Weinland), Trématodes Schistoso-

matidae de 1'embranchement des Plathelminthes.

I1 existe en fait cinq principales espéces de Schistosomes patho-

génes pour 1'homme :
Schistosoma mansond (Sambon, 1907) : Agent de la bilharziose
intestinale et hépatosplénique

Schistosoma haematobium (Bilharz, 1852) : Agent de la bilharziose

urinaire

Schistosoma faponicum (Katsurada, 1904) : Agent de la bilharziose

hépatosplénique d'Extréme-Orient
Schistosoma intercalatum (Fischer, 1934) : Agent de la bilharziose
rectale.

Schistosoma mekongd (Voge, Bruckner et Bruce, 1978) : espéce

nouvelle séparée de S. japonicum.




Comme beaucoup de parasites, les schistosomes présentent des
adaptations étonnantes pour réussir leur cycle qui implique obligatoi-
rement et successivement un mollusque d'eau douce (appelé hbte intermé-

diaire) et un vertébré (appelé hdte définitif).

Chez 1'homme, les premiers signes cliniques vont apparaitre 30
d 50 jours aprés 1'infection, soit brusquement, soit trés progressivement
ou alors passer inapercus. Généralement, les signes digestifs et
intestinaux se situent au premier plan. Ces symptOmes sont causés essen-
tiellement par les l1ésions tissulaires provoquées par les réactions

granulomateuses se développant autour des oeufs .

En dehors des variations des constantes biologiques comme 1'hyper-
éosinophilie ou 1'augmentation des transaminases, la détection des oeufs

dans les selles (S. mansoni) ou dans les urines (S. haematobium) est ca-

pitale pour confirmer le diagnostic.

A ce stade seulement, une chimiothérapie faisant intervenir des
composés mortels pour les parasites (anti-métaboliques) mais aussi toxiques
pour 1'homme, peut &tre mise en oeuvre. Méme aprés guérison, les séquelles
persistent chez le patient (granulomes, fibrose hépatique). Sachant qu'il
n'existe aucune méthode préventive pour de telles maladies, la mise au
point de techniques diagnostiques sensibles et de vaccins constitueraient

de précieux outils de lutte.

Les recherches menées au Centre d'Immunologie et de Biologie
Parasitaire de Lille sont essentiellement axées vers 1'étude des mécanismes

effecteurs de 1'immunité & Schistosoma mansoni. Des mécanismes trés




efficaces faisant intervenir des phagocytes mononucléés et des éosino-
philes en présence d'anticorps de classe IgE et de sous-classe IgG2a ont
été clairement démontrés chez 1'homme comme chez le rat. En effet, ces
anticorps dirigés contre le parasite induisent 1'activation, 1'adhérence
et Ta cytotoxicité des cellules effectrices vis-d~-vis de jeunes schisto-

somules (formes larvaires infestantes de 1'hdte définitif).

Malgré 1'efficacité de ces systémes, 1'expérience indique que le

=

parasite devient trés vite insensible d ces attaques immunes.

A ce sujet, nous devons rappeler qu'en plus de la notion d'immu-
nité concomitante introduite par Smithers et al. ( 1969), & savoir que
le parasite stimule une réponse immunitaire dont i1 évite les conséquences,
le parasite évolue et présente de nombreuses différenciations chez son

hote définitif.

Dans cet esprit, les recherches effectuées sur la différenciation
du complexe membranaire délimitant le tégument externe du parasite ont
apporté les prémices de phases critiques du développement de ce métazoaire

(TORPIER et al.- 1982.)

C'est ainsi que 1'étude structurale de remaniements des protéines
intégrales de la membrane induits par anticorps ou naturellement observabies
a permis de détecter un phénoméne de desquamation membranaire vers le
15éme jour de 1'évolution du parasite (TORPIER et al.-1982). Un tel
phénoméne rappelait é&trangement le processus de mue chez les arthropodes

ol ces métamorphoses sont induites par des hormones spécifiques : 1'ecdysone

et la 20 hydroxyecdysone.



La physiologie endocrine des trématodes présentant de nombreuses
lacunes, il nous a paru essentiel de contribuer par un travail de recher-
che fondamentale a une meilleure connaissance des réactions endocrines
essentielles dont dépendent le développement et la reproduction du

parasite.

Des é&tudes préliminaires nous ont montrées qu'une telle étude était

possible(TORPIER et al.-1982),



CHAPITRE I

CONNAISSANCES ACTUELLES SUR LE PARASITE
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I - 1. LE CYCLE PARASITAIRE

Les Schistosomes sont des invertébrés sexués. Le mdle et la
femelle, dont 1a 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'espéce parasitaire (Fig, 1.A).

La production d'oeufs et de sperme est continue. Ainsi, la

femelle pond de 15 & 30 oeufs par jour.

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

(S. haematobium) diffuse des enzymes et provoque de graves 1&sions tissu-

laires pouvant méme conduire & des tumeurs cancéreuses é&pithéliales

(carcinomes).

Les oeufs s'accumulent dans les fins capillaires superficiels
et provoquent leur congestion., L'éclatement de ces capillaires libére

les oeufs dans 1a lumiére de 1'organe parasité (Fig. 1.B}.

Ces derniers, rejetés a 1'extérieur de 1'organisme avec les féces

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

douce et donnent naissance & un miracidium (Fig. 1.C).

A ce stade, le cycle évolutif nécessite obligatoirement 1'inter-
vention d'un hdte intermédiaire : un mollusque d'eau douce spécifique

de chaque espéce de Schistosome (Fig. 1.D).

Bulinus contorntus pour Schistosoma haematoblum

Biomphalaria glabrata pourn Schistosoma mansond

Oncomélania nosophora pour Schistosoma japonicum, race japonaise

Bulinus gorstralil pourn Schistosoma Lntercalatum, espéce du laire

Lithoglyphopsis aperta pour Schistosoma mekongd.



Le miracidium, large nageante ciliée, pénétre dans le mollusque
au niveau des tentacules par un phénoméne d'attraction miracidienne non
totalement &lucidé. I1 subit des transformations pour devenir un sporocyste
primaire produisant a son tour des sporocystes fils qui donnent naissance
a des cercaires (Fig. 1.D.). Ces formes ultimes seront 1ibérées par le
mollusque parasité, de 30 a 40 jours aprés son infestation (Fig. 1.E)

selon une chronobiologie précise.

Ce phénoméne d'amplification par multiplication asexuée & 1'état
larvaire permet qu'un mollusque infesté par un seul miracidium puisse

émettre plusieurs milliers de cercaires génotypement identiques.

La cercaire est une deuxiéme larve nageante, non ciliée, mais
pourvue d'un appendice caudal fourchu (furcocercaire). Cette larve infes-
te activement 1'homme par voie transcutanée (Fig. 1.F) et se transforme

en ce que 1'on appelle un schistosomule.

Cette nouvelle larve s'engage dans les veines et les vaisseaux
lymphatiques, gagne le coeur par la circulation de retour (Fig. 1.G), puis
les poumons (Fig. 1.H). Aprés retour au coeur, les parasites parviennent
au foie pér 1'intermédiaire de la circulation veineuse du systéme porte
(8 - 10éme jour). Dans le foie, les parasites deviennent adultes. Les
vers adultes, aprés accouplement remontent le flux 3 contre-courant
(Fig. 1.A) et par un tactisme particulier & chaque espéce, gagnent une

ramification veineuse déterminée pour la ponte (Fig. 1.B).



Fig. 1 : LE CYCLE PARASITAIRE DE SCHISTOSOMA MANSONI.
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1.2, HORMONES ET INTERFACES HOTE-PARASITE

1.2.1. Nature de L'hote difinitif et développement parasitaire

Le contraste entre spécificité étroite au niveau Mollusque et
spécificité large au niveau vertébré est particuliérement net chez les

schistosomes, sauf pour S. haematobium. Cependaht, 1'évolution du parasite

présente des variation selon 1'hote vertébré expérimental (BRUMPT - 1936).
Trois catégories d'hdtes peuvent étre distinguées :

- les hétes dits "permissifs", comme le hamster, la souris ou le cobaye
assurent aux parasites un développement normal et présentent les symptomes
de la maladie ;

- les hotes dits "semi-permissifs" comme le rat, rejettept la population
parasitaire avant la maturation compléte des vers.;

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

pas 1a maladie.

- La souris est le modéle expérimental qui assure une évolution normale au
parasite ainsi qu'une sexualité parfaite.

- Le hamster est d'un degré d'efficacité semblable d celui de la souris
dans le cas d'infestation & deux sexes (parasites miles et femelles).

Par contre, en infestation unisexuée a cercaires mdles, une certaine labi-
1ité de la gonochcrie des parasites peut atteindre 40 % des individus

- Le cobaye est un modéle expérimental qui permet d'obtenir la féminisation
des vers mdles dans une proportion pouvant atteindre 100 % de Ta population
parasitaire mile, méme dans le cas d'infestation bisexuée (BUTTNER -
1950). L'une des illustrations les plus significatives est celle donnée

par VOGEL (1947) qui infeste simultanément des cobayes et des souris
avec des cercaires. Cet auteur constate chez le cobaye qu'environ 40 %

des parasites mdles présentaient un ovaire a des degrés divers de dévelop-

pement et dans de rares cas un ovotestis.
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Bien que ces expériences n'aient pas fait 1'objet d'investigations
plus poussées, on peut cependant en conclure que la gonochorie chez les
schistosomes n'est pas déterminée de fagon irrévocable et peut présenter

une certaine labilité influencée par la nature de 1'héte expérimental.

CIOLI montre la réversibilité du phénoméne de croissance de
S. mansoni chez le rat. En effet, les rares vers infestants de S. mansoni
8gés de plus de 15 jours sont "chétifs". I1s restent dans le foie et les

femelles pondent en faible quantité des oeufs non fertiliseés.

Aprés un transfert chirurgical de ces parasites chez un hfte
permissif comme le hamster, ils augmentent de taille, se localisent dans

le mésentére, et les femelles se remettent & pondre des oeufs normaux.

inversement, quand des parasites juvenilessonttransplantés du
hamster chez le rat, ils régressent en taille, restent localisés dans le
foie et les femelles pondent des oeufs incomplétement formés (CIOLI

et al., 1977).

1.2.2. Influence de La physiologie de L£'hite définitif

Selon 1'état physiologique d'un méme hdte, 1'@volution du parasite
sera différente, en particulier selon le taux en hormones sexuelles du
vertébré. Expérimentalement, ces modifications hormonales sont obtenues

soit par castration, soit par injection d'hormones exogénes a 1'animal.

1.2.2.1. Ef4et de La castration

Les modéles expérimentaux utilisés pour ce genre d'é@tude sont le

rat, le cobaye ou le hamster.



- 13 -

La mutilation apportée par la castration modifie la physiologie
de 1'animal, ce qui rend difficile ce genre d'approche et, par voie
de conséquences, peut expliquer les résultats parfois contradictoires
dans ce domaine. En général, la castration de 1'hdte inhibe le déve-

loppement du parasite mdle (BERG , 1953_ROBINSON- 1959 )

L'injection de testostérone diminue davantage le nombre de vers
femelles que de mdles. Par contre, la castration de 1'hdte, associée a
des injections de testostérone, diminue de fagon égale le nombre de para-

sites mdles et femelles (BERG , 1957).

1.2.2.2. Effets d'horumones exogénes

On sait depuis Tongtemps que 1'administration de testostérone
d des souris infestées réduit le nombre d'oceufs émis par le parasite
et induit 1a formation de vers hermaphrodites (ROBINSON - 1957 ).

Les anti-testostérones, comme 1'é@thyviéne Di Méthane Sulphonate
(EDMS) conduit a la stérilité des vers par Ta disparition des testicules
chez les parasites mdles et & 1'involution des ovaires chez les parasites

femelles (DAVIES & JACKSON , 1970).

L'action des oestrogénes, sous forme d'implant de 20 mg, est
comparable 3 celle de la testostérone (BARRABES , DUONG & COMBESCOT
» 1979). Certains auteurs pensent que cette action protectrice est sous

la dépendance de 1a forme tridimensionnelle de la molécule.

1.2.2.3. Hommones exogénes métabolisées par S. mandonk

Toutes ces expériences sur 1'influence d'hormones exogénes sur
le parasite ont conduit les équipes de recherche a 1'étude plus précise

des interactions hormone-parasite. Si quelques travaux montrent la présence
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de stéroTdes chez S. mansoni, il semble & peu prés certain que la synthése
de ces hormones ne soit effectuée qu'd partir de précurseurs exogénes.
Dans le cas de S. mansoni, seuls les adultes sont capables de convertir
certains stéroides ( Cholestérol, Cortisone, Estrone,Testostérone, 17 OH.

progestérone) (BRIGGS  , 1972).

De plus, les inhibiteurs de la conversion de certaines hormones
stéroTdes ont également la possibilité lorsqu'ils sont injectés a un
animal parasité, de diminuer la charge parasitaire et le nombre d'oeufs

dans les féces (BRIGGS ., 1972).

1.2.3. Influence des parasites entre eux

Le troisiéme type de facteur ayant une action sur le développement
parasitaire est la présence ou non du parasite de 1'autre sexe. Dans le

cas de S. mansoni et S. japonicum, 1'absence du partenaire mdle entraine

le développement anormal du systéme reproducteur du parasite femelle.
En général, dans les infestations unisexues, le mdle se développe
normalement et produit du sperme alors que la femelle ne peut atteindre

sa maturité sexuelle.

La mise en présence en cu]ture in vitro de parasites miles et
femelles provenant chacun d'infestations unisexuées, conduit en quelques
heures & 1'accouplement des parasites. L'analyse des femelles révéle
une reprise du développement de leurs glandes vitellines. De méme, la
présence d'extraits acétone ou éther de mdles, dans une culture in vitro
de femelles unisexuées, permet la reprise de 1a maturation du systéme
reproducteur femelle (SHAW et al., 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
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contiennent pas de miracidium (SABHA et al.-1977). Bien qu'il a été
démontré qu'une protéine de 66.000 daltons ,synthétisée par les schisto-
-somes mdles était transférée & la femelle lors de 1'accouplement (ATKINSON
et al.-1980),nous ne connaisons pas actuellement la nature du,ou des,
facteur(s) qui permet le développement normal du systéme reproducteur

femelle (SHAW - 1977).

1.2.4, Howmones du parasite

L'étude des hormones propres aux parasites n'a jamais été, pour
des raisons évidentes, un axe prioritaire de recherche. La priorité était
portée sur la biologie du parasite (métabolisme ; formation des oeufs)
et sur 1'immunologie (antigénicité ; mécanismes effecteurs ; réponse

parasitaire) en vue d'une prophylaxie efficace et & court terme.

Les é&tudes portant sur le systéme 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.

1.2.4.1. Les amines blogénes

Le 5-Hydroxytryptamine et les catécholamines sont les principales
amines biogénes étudiées chez le parasite humain S. mansoni. La 5-0H-
tryptamine mise en évidence par le microscope 3 fluorescence est présente
dans le parasite & des quantités dix fois supérieures 3 celle du cerveau
des mammiféres (BENNETT et al., 1969). Sa localisation est ganglionnaire
et nerveuse (BENNETT & BUEDING , 1971). La voie anabolique est double :
soit par décarboxylation du 5-OH tryptophane, soit par transport actif de la
5-0H tryptamine @ 1'intérieur du parasite (CATTO et al., 1979). Quant
d la voie catabolique, elle conduit @ 1'acide 5 OH Indol acétiaue, qréce &

la présence de la mono-amine-oxydase (NIMMO-SMITH et al., 1968). Son

rdle est essentiellement axé sur la mobilité du parasite : la sérotonine
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stimule 1a glycolyse de S. mansoni (MANSOUR s 1967) et de F. hepatica

(HILLMAN et al., 1974) active 1'adényl cyclase de S. mansoni
(MANSOUR et al., 1960) et de F. hepatica (HIGASHI et al., 1973)

stimule les mouvements rythmiques du ver. A noter, le parallélisme entre
la localisation mésentérique du parasite S. mansoni et la production impor-

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

La catécholamines ont été mises en évidence par les méthodes his-
tochimiques classiques (BENNETT , 1971). Sa localisation se situe dans
le réseau nerveux du parenchyme, qui met en contact les troncs nerveux
avec les terminaisons neuromusculaires sous-tégumentaires du parasite.

Son rdle possible n'est pas encore é&lucidé.

1.2.4.2, Les eastirases

Mise en évidence par les techniques histochimiques de BUEDING,
elles sont présentes a tous les stades de développement de S. mansoni :
dans les neurones et les terminaisons neuromusculaires. Sa présence

suggére une activité motrice sensorielle (FRIPP s 1947).
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11.1. INFESTATION DES ANIMAUX DE LABORATOIRE

La souche Porto-Ricaine du parasite Schistosoma mansoni est en-

tretenue a Lille par passages successifs sur hamster (Mesocricetus auratus)

et Biomphalaria glabrata. Les cercaires émises par ce mollusque sont

concentrées par phototropisme jusqu'a une concentration de 500 cercaires/ml
Les animaux de laboratoire (souris, rat, hamster) sont anesthésiés a
1'ImalgéneR100, puis leurs abdomens rasés. Des anneaux sont alors main-
tenus sur 1'abdomen et ensuite remplis de 1 & 2 ml de suspension de
cercaires selon 1'importance de 1'infestation désirée (SMITHERS

& TERRY - 1965).

11.2. COLLECTE DES PARASITES

11.2.1. Préparation de Schistosomules méeaniques

La forme infestante du parasite est un organisme eucaryote : la
cercaire, constituée d'une téte et d'une queue bifides. Lors de la pé-
nétration dans un tégument d'animal hote, seule la t&te franchit cette
barriére cutanée : la cercaire se transforme en schistosomule. Cette

transformation est obtenue au laboratoire par deux techniques :
(RAMALHO-PINTO et al.- 1974),

- lére technique : le passage des cercaires au travers d'une peau de
souris préparée extemporanément
- 2éme technique : la rupture mécanique des parties constitutives de

la cercaire,

Cette derniére méthode, aboutissant 3 ce qu'on appelle les
schistosomules mécaniques, a &té largement utilisée dans ce travail.
Aussitdt aprés avoir réparti, dans les tubes en Pyrex de 25 ml, les

cercaires frafchement émises par les gastéropodesla suspension est stockée
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25 a 30 minutes dans la glace de facon a les engourdir. Ces derniéres
sont ensuite concentrées par centrifugation 3 basse vitesse ( 100

x g ) pendant 1 mn 30 - JOUAN E 36). Le surnageant est retiré
avec une pipette en verre jusqu'a laisser 1 & 1.5 ml d'eau dans Tes
tubes. La rupture mécanique des cercaires est obtenue alors par
agitation forte des tubes (1 mn. Vortex Bioblock). Un contrdle sous
loupe binoculaire permettra de s'assurer du bon rendement de la ma-
nipulation. Les schistosomules mécaniques (téte des cercaires) sont

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

tial medium, GIBCO) froid :

54 % PERCOLL (d = 1.131 g/ml)

10 % Suspension de cercaires

36 % M.E.M, 2.7 X

volume final 18 mil

Une centrifugation de 10 mn @ 1500 tours/mn -~ 350 x g et & 4°C
permet de séparer en une &tape les schistosomules mécaniques de Teurs
queueé, en fonction de leurs différences de densité (densité de la
cercaire : 1.0473 ; densité de 1a téte : 1.0535 ; densité des queues :
1.04). Le surnageant est retiré par aspiration et le culot de schis-

tosomules est lavé quatre fois avec du M.E.M. IX.

Les schistosomules mécaniques ainsi préparés sont transférés
dans un tube "¢ ppendorf", centrifugés & nouveau (Janetski TH12 - 10.
U00 xg) et lavés deux fois avec du sérum physiologique. Le maximum
de surnageant sera alors enlevé avant de conserver la préparation &

- 20°C.
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11.2.2, Préparation de schistosomes 11 fours

Les hamsters, infestés depuis 11 jours, sont tués par disloca-
tion cervicale. Aprés nettoyage de 1'animal a@ 1'alcool & 90°, la
cavité thoraco-abdominale est ouverte, les veines portes rénales
et sus-hépatiques sont clampées et le foie extrait. Il est ensuite

perfusé avec du M.E.M./Héparine/ Ca a 1% , 37°C.

Le perfusat recueilli dans des tubes de verre.coniques de 25 ml
est centrifugé pendant 3 mn (JOUAN E 96 - 80 x ¢ }. Le surnageant
est retiré, le culot lavé au M.E.M. puis centrifugé 3 fois a 80 x g
3 mn. Le dernier culot est remis en suspension dans du sérum physio-
logique froid (4°C) et lavé 2 fois avec cette solution. La suspension
de schistosomes est alors versée dans une bofte de Pétri de 4 cm de
diamétre et les parasites triés sous loupe binoculaire (grossissement
10 x). Les vers sont transférés dans un tube eppendorf et centrifugés
1 mn a 1000 x g (Janetski TH12). Le maximum de surnageant est aspiré

avant de conserver les parasites a -20°C.

11.2.3. Préparnation de schistosomes 20 jours

La procédure expérimentale précédente est é&galement utilisée
pour la récolte de schistosomes de 20 jours. Deux lots de parasites
sont faits en raison de 1'hétérogénéité de la population parasitaire

d ce stade du développement.

Le premier lot rassemble les parasites les plus grands (> 1 mm)
susceptibles de présenter les premiéres apparences d'une différenciation.
Le second lot rassemble lereste de 1a population parasitaire. Chaque

Tot est centrifugé pendant 30 secondes (Janetski TH 12) et le maximum
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de surnageant aspiré avant de conserver les parasites & - 70°C.

11.2.4. Preparation de parasites adultes 40 jours

11.2.4.1. Pan perfusion totale

Sur des hamsters préalablement tués par dislocation cervicale,
la veine cave inférieure est dégraissée & 1'aide de pinces "AA" puis
incisée pour y introduire un trocart relié @ un réservoir de sérum
physiologique. La veine porte est alors coupée et un flux de sérum
physiologique lave la totalité de 1'appareil cardio-vasculaire de 1'a-
nimal. Les parasites adultes sont récupé&rés puis rincés au sérum
physiologique. Les mdles et les femelles encore accouplés sont séparés
d 1'aide d'un pinceau a dessin, afin d'dviter tout dommage au parasite
lors de Teur séparation. Les mdles et Tes femelles séparés sont cen-
trifugés 1 mn (Beckman - Minifuge) ; le surnageant est aspiré et les
parasites conservés a -70°C aprés 2 ou 3 lavages successifs en sérum

physiologique.

11.2.4.2. Parn perfusion mésenternique et porntale

Aprés incision de la cavité thoraco-abdominale du hamster comme
précédemment, une pipette Pasteur est introduite dans la veine porte
et les parasites aspirés. De méme, une pipette est introduite dans la
partie distale de la veine porte et, par aspiration modérée, les parasites,
localisés dans les veines mésentériques, sont collectés. Les parasites
sont lavés avec du M.E.M. froid (4°C), transférés dans une bofte de
Pétri en verre et les couples séparés & 1'aide d'un pinceau a dessin.
Chaque lot, mdle ou femelle, est ensuite lavé 3 fois avec du sérum

physiologique et les parasites centrifugés 1 mn (Beckman-Minifuge).
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Le dernier surnageant est totalement aspiré avant une conservation des

vers adultes a - 70°C,

11.2.5. Préparation d'oeugs de schistosome

=

Les oeufs de schistosomes sont séparés a partir de foies de
hamsters infestés depuis 40 jours. En routine, dix foies sont homogé-
néisés pendant 1 mn dans 17 % NaCl. L'homogénat est filtré sur une gaze
médicale (1 mm) puis sur tamis (0.124 mm). Le filtrat est décanté deux
heures a 4°C. Le surnageant est jeté et Te culot déposé sur un gradient
de PERCOLL 54 % dans du M.E.M. Aprés centrifugation 20 mn, 350 x g, les

oeufs du culot sont récupérés et lavés abondamment en NaCl 17 %.

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

Les animaux sont anesthésiés par injection IM d'Ima]géneRJOO.
Le mélange d'ecdysone 1077M et de 20 OH Ecdysone 1,7.10’7M en salution
dans le tampon citrate, est ensuite injecté par voie intraveineuse

(intrapéniale).



- 24 -

11 . 4 . DOSAGES RADIOIMMUNOLOGIQUESDES ECDYSTEROIDES .

IT . 4 . 1. PRINCIPES GENERAUX.

Un dosage radioimmunologique fait intervenir trois réactifs :

- 1'anticorps spécifique dirigé contre 1'antigéne & doser , en
1'occurence 1'ecdysone.

- I'ant%géne radiocactif & haute activitd@ spécifique.

- 1'antigéne froid provenant de 1'échantillon biologique & doser.

I1 s'établit une compétition entre 1'antigéne radioactif et 1'antigéne

froid pour 1'anticorps spécifique dirigé contre ces deux antigénes

selon 1'aquilibre :

. o . _(Ac-Aq)
AC + Ag="T z====2AC-Ag-°l 5 Ky1='REY7Ag="1)
AC+Ag == AC-Ag 5 K =i

= 42 (AC)(Agj

comme les constantes de fixation sont identiques pour les deux antigénes
i1 vient :

(AC-Ag®) = (AC-Ag)%%ggl- ; avec (Ag°) = constante.

En conséquence,toutes augmentation de 1'antigéne froid (Ag)va diminuerla formatiol

du complexe radioactif AC-Ag® au bénéfice du complexe froid AC-Ag .

Les qualitds du dosage sont donc 1iées & deux facteurs :
aj L'affinité de 1'anticorps pour son antigéne , c'est-i-dire
1'aptitude qu'da 1'AC de ne fixer spécifiquement qu'un seul ligand
La spécificité absolue n'ekxistant pas , par conséquent , pour un
anticorps donné on aura toujours une famille moléculaire reconnue

plus ou moins bien par 1'anticorps.
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L'affinité ira alors en décroissance au fur et a mesure que

1'on s'éloignera de la molécule antigénique initiale.

Cette propiété physico chimique peut &tre mise a profit pour
reconnaitre des métabolites de 1'antigéne initial. Gé&néralement,
une bonne méthode radio immunologique & des anticorps dont les

s s < 1n-9
constantes d'association sont supérieures a 10 "M.

b) La radioactivité spécifique de 1'antigéne marqué : de 1'ordre

de 10° ¢i / mole.

IT. 4., 2. METHODOLOGIE INITIALE .

Le dosage radioimmunologique de 1'ecdysone (Fig. 2a) et de la
20 Hydroxyecdysone (Fig.2 b) mis au point & MARSEILLE par DE REGGI M.,
HIRN M. et DELAAGE M. a été adapté a notre laboratoire en respectant
le protocole, détaillé dans la Thése de Michel HIRN (HIRN , 1978 -
Thése de Doctorat d'Etat, Marseille). Pour mémoire, cette technique ini-

tiale fait intervenir 4 éléments.

. Production d'antigénes marqués : ces antigénes sont préparés a partir

d'un dérivé de 1'ecdysone : le succinyl ecdystérone. Ce produit est obtenu
d partir d'un mélange d'ecdysone et d'anhydride succinique en solution dans

le dioxane,

Aprés purification sur Gel Sephadex A 25 du succinylate d'ecdy-
stérone, la synthése organique du complexe succinyl-ecdystérone Tyrosine-
méthyl-ester (S.E.T.M.E.) est effectuée. Ce complexe ensuite iodé a la
chloramine T servira d'antigéne marqué (Fig.3 ) (activité spécifique supé-

rieure a 1,6 . 106 Ci/mole.



Fig. 2 : Structure de La molZcule d'Cedysone (a) et de La
20 hydrnoxyéedysone (b) . La numérotation conventionnelle

des atomes de carbone figure sur La molécule d'écdysone.
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Fig. 3 : Formule de £'ecdystérone- tyrosine - méthyl- ebtenlzsl

wtilisée comme antigine marqué dans Le dosage hadio

Ammunologlque.
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- Production d'anticorns : le couplage du succinyl ecdystérone &

la Sérum Albumine Humaine permet d'obtenir un composé immunogéne : le
succinyl ecdystérone - Sérum Albumine Humaine.

L'immunisation de lapin avec ce composé, en présence d'Adjuvant
Complet de Freund, aboutit & 1'obtention d'anticorps anti ecdysone et
anti 20 hydroxyecdysone.

- Extraction méthanolicue : le tissu biologique contenant 1'ecdysone

d doser est broyé dans un notter en verre, en présence de méthanol a 60%
dans 1'eau. Le:broyat est chauffé a 60°C puis centrifugé pendant 10 mn

d 15.000 x g , le surnaceant était récupéré et séché sous azote. Afin
d'éviter une réaction croisée entre 1'ecdysone d doser et les autres
ecdystéroides, une purification en chromatographie sur gel de silice est
effectuée dans le solvant Chloroforme/Méthancl 80/20, v/v. Aprés
récupération des bandes de gel correspondant au standard, 1'ecdysone est
€luée par 3 lavages au méthanol. Cette derniére solution, reprise dans le
tampon citrate 0,1IM, pH 6,1 &tait incubé@ dans les dialyseurs pour le

dosage radio immunologique.

- Le dialyseur : est constitué de deux plaques en pléxiglass symétriques,

dans lesquelles sont usinés 10 cylindres de 250 F] (Biologie Appliquée,
36 rue de la bibliothéque , 13001 MARSEILLE) (Fig.4 - Fig.5).

150 P] d' anticorps sont incubés dans 1'une des chambres du dialyseur.
De 1'autre cOté, sont incubés 150 1 d'un mélange équivolumique d'antigéne
marqué et d'échantillon biologique & tester (CAILLA et al.-1973).

Aprés 24h d'incubation & 4°C, sous agitation de type va-et-vient,
on préléve 100 ul cOté anticorps et coté antigéne. Les dialysats sont
comptés au spectrométre d@ scintillation pendant 4 mn pour obtenir une

précision statistique de 68% avec une éfficacité de 70%.



Fig. 4 : Coupe transversale d'un dialyseur en plexiglass.
La membrane cellulosique (SARTORIUS SM 115 33)

sépane Les chambres de 200 /u.i, chacune.
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. Interprétation de 1'équilibre de dialyse : le taux de liaison, 1ié/to-

tal (B/T) est donné par la relation :
Nb de coups c6té AC - Nb de coups cOté Ag

B/T =
Nb de coups coté AC

Le calcul de la quantité d'ecdysone contenue dans 1'échantillon
biologique est effectué sur ordinateur, Hewlet-Packard 9825 A, par

régression 1inéaire d'une courbe-étalon.

11.4.3. Adaptation du dosage au modéle schistosome

Les anticorps anti-ecdysone ainsi que les antigénes marqués sont
aimablement fournis par Michel DELAAGE (Immunotech., Rte L&on LACAMP,
campus de MARSEILLE Luminy).

Depuis sa mise au point, 1'extraction au méthanol a &té& modifiée

et utilisée selon le protocole suivant :

A titre d'exemple :

- 1500 Schistosomes mdles ou 2000 femelles sont homogénéisés dans un

broyeur en verre contenant : 1500 pl d'Hexane
500‘p1 de Méthanol (MERCK)
200 ’ﬂ d'eau distillée.

L'homogénat est centrifugé 3 mn & 1000 x g (SORVALL RC 3. HL 8.. 1500
tours par minute).
Aprés centrifugation, 1'épiphase lipidique est transférée avec une pipette

en verre dans un tube & bouchon fileté.
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Le culot est repris dans 1500 p1 d'Héxane, agité vigoureusement
au vortex jusqu'a homogénéisation puis centrifugé 3 mn & 1000 x g. La
deuxiéme épiphase est alors réunie avec la premiére. Sur le culot restant,
on rajoute 1 ml de méthanol puis on homogénéise au vortex avant de centri-

fuger 5 mn a 1000 x g.

Le surnageant est transféré dans un tube de verre et séché sous
azote avant d'@tre remis en suspension dans 250}u1 de tampon citrate pH 6,1,

0,1 M, filtré sur millipore 0,45 um.

150‘P1 d'anticorps sont incubés dans une chambre du dialyseur
contre 150}11 d'un mélange équivolumique d'antigéne radioactif et d'échan-
tillon biologique & tester. Aprés 24 h d'incubation & 4°C, sous agitation
constante de type va-et-vient (130 cycles par minute), on préléve 100}u1
cSté anticorps et cOté antigéne a 1'aide du préléve-dialyseurs. Le pré-
léve-dialyseurs est constitué par une batterie de 10 seringues de lOO‘y1
montées sur un support anodisé (Hamilton, 710 NS - pt 3). Les tétes de
piston sont fixées & 1 cadre mobile réglable permettant le remplissage et
la vidange de toutes les seringues & la fois (Appareil aimablement fabriqué
par le Service Technique INSERM du Dr MOSCHETTO Y. SC N 4 , Centre de
technologie Biomédicale , 15-17 , Rue Camille Guérin,;59000 LILLE.),
contenue dans 1'échantillon biologique est calculée graphiquement & partir
d'une courbe-étalon (voir courbe de référence) ou mieux, calculée par

ordinateur (voir le programme au Chapitre Informatique).

Le culot protéique provenant de 1'extraction est séché sous
flux d'azote, remis en suspension dans la soude 1N et incubé toute la nuit
a 4°C. Le dosage protéique est effectué selon la méthode de LOWRY
(LOWRY , 1951). Ce dosage est une méthode colorimétrique ol la coloration

bleu développée par les protéines est attribuée & 1'action du réactif de



Fig. 5 :

Le préléve dialyseur, constitué parn une batterie
de dix seningues hamilton de 100/& , perumet de
prélevern toutes Les chambres d'un méme dialyseur.
(Appareil aimablement fabriqué par Le service

Technique INSERM du Docteur MOSCHETTO ).
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FOLIN principalement avec les groupes phénoliques (Tyrosine, phényla-
lanine, tryptophane) et & degré moindre avec 1'histidine et la cystéine.

L'intensité de la coloration diminue avec le suifate d'ammonium et le TRIS.

. Extraction des ecdystéroides sériques

Deux types d'extraction peuvent &tre utilisés sur les échantillons

seriques  selon le type d'information recherchée.:

- soit une extraction & 1'héxane-méthanol pour le dosage seul de 1'ecdysone
et de 1a 20 OH ecdysone, que nous venons de décrire ;
- soit une extraction globale des ecdystéroides au méthanol pour un dosage

de tous les ecdystéroides présents dans 1'extrait biologique,

Le mélange de 1 ml de sérum a 3 ml de méthanol est effectué au
Vortex pendant 15 secondes puis incubé 15 mn a 50°C afin d'obtenir une

meilleure précipitation des protéines dénaturées,

Cette suspension est centrifugée 5 mn (JOUAN E 96, 3000 x q).
Le surnageant est séché sous flux d'Azote puis repris dans 250‘F1 de tampon

citrate 0,1 M, pH 6,1. Cette solution est dosée en R.I.A.

I1.44 ., COURBE DE REFERENCE ET CALCULS

L'hormone utilisée comme standard est la 20 OH ecdysone (Sigma)
mise en solution dans le tampon citrate pour établir au spectrophotométre
une cascade de dilutions de 1077 & 10"!!M. La courbe de référence de
1'ecdysone représentée Figure 6 est de type sigmoide avec un B/T maximum

a 0,68. Cette courbe est obtenue pour une incubation standard : 24 h &
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4°C sous agitation de type va-et-vient,

La quantité d'hormone contenue dans un échantillon biolggique
satisfait & la relation :

Q pMo] = C, Homogenat.Dilution . 1/Poids; avec C concentration

en M/1,

Ce calcul est effectué par ordinateur par régression linéaire

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

La Figure 7 est une représentation de SCATCHARD effectuée &
partir de la courbe de référence. La constante de dissociation est de

3,07.10'9M pour les sites de hautes affinités.



Fig. 6 : COURBE DE REFERENCE DE L'ECDYSONE.

Etablie pour une cascade de dilution,de 70'7M a
IO’IIM, dans des conditions standards d'incubation :
24 heures & 4°C sous agitation de type va-et-uvient de
130 cycles par minute. ORDONNEES: % de Liaison ;

ABSCISSES : Loganithme de La concentration.

Fig. 7 : REPRESENTATION DE SCATCHARD .

Etablie a partin de La courbe de néférence.
ORDONNEES : V/L ; radioactivits Lite/nadio
activite totale. La pente de La droite donne La

constante de dissociation. K=3 x 107°M.
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11.5. CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE PERFORMANCE

11, 5. 1. PRINCIPES!GENERAUX

La chromatographie liquide haute performance (H.P.L.C.) est
une méthode physico-chimique permettant de séparer des molécules chimiques
différentes (Molécules hydrocarbonées ou protéiques) en fonction de leurs
affinités entre deux phases : 1'une d'elles est le solvant ou la phase
mobile ; 1'autre est un support solide de silice ou phase stationnaire.
Lorsqu'un soluté se trouve dans un tel systéme, il auraune affinité
préférentielle pour 1'une des deux phases. Son temps d'é@lution sera alors
pour une phase mobile donnée proportionnelle a son affinité pour la phase
stationnaire. Deux types de chromatographie peuvent &tre distingués : 1la
chromatographie dite "normale" et la chromatographie en phase inverse.

La premiére utilise une phase stationnaire polaire et une phase mobile
moins polaire ; la seconde, une phase mobile polaire et une phase station-

naire apolaire.

Cette technique est suffisamment fine pour séparer deux com-
posés ne différant que par un groupement hydroxyle ; par exemple, 1'Ecdysone
et 1a 20 OH. Ecdysone (Figure 8). Le schéma de principe de 1'appareil

est le suivant :

. PHASE MOBILE ---=-==-- » | SYSTEME DE | ----- >4 INJECTEURK----ECHANTILLONS
POMPAGE
¥
ENREGISTREUR| €--=-==v=== DETECTEUR €-===-- PHASE STATIONNAIRE

CALCULATEUR




Fig. § : Spectre H.P.L.C. des standards ecdysone et 20 OH ecdysone.
colonne: microbondapack phényl
solvants: A- acitonitrnile, eau (80/20 ; v/v).
B- eau
gradient: LinZaire en 20 minutes , de 0 & 30 % de A
dans B.

debit: I mieilitrne par minute.

détection: Absonption ULtna Violette & 245 nano métne.

A,,c= 2.000 A.U.F.S.

245
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On détermine un facteur de résolution R qui mesure la séparation de deux
composeés.

c R = (- VAOVKT7(KTY VW

ol alpha est le facteur de séparation entre deux composés. Alpha repré-
sente 1a plus ou moins grande difficulté de séparation des composés ; et
(X-1/CK est appelé le facteur de sélectivité.

K' : est le facteur de capacité ; c'est-a-dire mesure de 1'interaction
du soluté avec les phases stationnaires et mobiles.

. K" =Vr - VO/VO : Vr est le volume de rétention

VO est le volume mort.

et\(K' / (1+K') " est appelé capacité de rétention,
M : est le nombre de plateaux de la phase stationnaire ; donc caractéris-
tique de la colonne.
N =16 (Vr / W)2 W est 1a largeur du pic 1
ij\,

1
r ?

<«

Vr est le volume d'élution du pic 1

I1.5.2, METHODOLOGIE

1I1.5.2.1. Extraits parasitaires

Les &chantillons méthanol des extractions de parasite et contenant
les ecdystéroTdes doivent &tre débarrassés de toutes contaminations protéique
avant passage sur la colonne d'H.P.L.C. (WATERS ; microbondapack phényl ;

7 ym). Chaque échantillon est donc chromatographié& sur plaque de gel de
$ilice (MERCK - F 254 - 0.5 mm) pendant 30 mn. dans le solvant Chloroforme-
méthanol (80/20 ; v/v). La plaque est séchée puis les bandes correspondant

aux standards Ecdysone et 20 OH. Ecdysone sont révéiées sous U.V., grattées
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d la lame de rasoir et le gel transféré dans des tubes en verre. L'@lution
est faite par trois lavages successifs au méthanol (1 ml). Les tubes

sont centrifugés 10 mn & 2000 x g (SORVALL RC3 - HL 8) et les surnageants

récupérés et séchés jusqu'a 100 F] de méthanol sous flux d'azote. 10 &

25 F] sont injectés dans le chromatographe. La séparation est faite par

un gradient 1inéaire d'une solution d'acétonitrile (MERCK) dans 0.01 %

de TFA dans 1'eau en 20 minutes. Des fractions de 30 secondes sont collec-

tées ; séchées a sec sous flux d'azote et reprises dans 250 F] de tampon

citrate 0.1 M ; pH 6.1. 150 f] de cette solution sera ensuite dosée en RIA.
( LAFONT et al. - 1980).

11.5.2.2, Extraits sériques ou urinaires

20 a 50 y] d'extraits méthanol, sérique ou urinaire, sont injectés
dans le chromatographe sans purification préalable de 1'échantillon sur
plaque de silice. Un gradient 1inéaire d'une solution d'Acétonitrile/eau
20 % dans 1'eau en 10 minutes est suivie d'un plateau de 10 minutes a
19 % d'Acétonitrile. Succédant a ce plateau, un autre gradient lindaire
jusqu'a 30 % d'Acétonitrile dans 1'eau. Les fractions de 30 secondes sont
dosées en RIA aprés séchage et remise en suspension dans 250 P] de tampon

citrate.
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ITI. DOSAGE RADIOIMMUNOLOGIQUE DE L'ECDYSONE PENDANT LE DEVELOPPEMENT

PARASITAIRE

IT1.1. DOSAGE RADIOIMMUNOLOGIQUE DES ECDYSTEROIDES A DIFFERENTS

STADES PARASITAIRES

Le but de ces dosages est d'étudier les variations d'ecdystéroTdes
pendant le développement de S. -mansoni et decorréler la production
hormonale aux différentes étapes-clés du développement du parasite.

Quatre stades ont été étudiés : les schistosomules mécaniques, les schis-
tosomes 11 jours, 20 jours, les parasites adultes collectés par perfusion

d'animaux infestés et les oeufs du parasite.

IIT.1.1. Schistosomules mécaniques

La Figure 9 A montre la quantité d'ecdysone équivalente pour
100 mg de schistosomules mécaniques. Ce taux a 4,3 pMoles d'ecdysone/100 mg
de protéine est une quantité importante par rapport aux autres stades

parasitaires étudiés.

I[IT.1.2. Schistosomules 11 jours

La quantité trés importante d'ecdysone dosée a ce stade est montrée
Figure 9 B, Ce taux est supérieur a 25 pMoles/100 mg protéine. Aprés
purification sur plaque de silice, 1'analyse HPLC-RIA ne révéle que la
présence de la forme ecdysone, c'est-d-dire le type moléculaire qui est
synthétisé, chez 1'insecte, de novo. De plus, les quantités dosées aprés
passage en HPLC, donc aprés purification, sont toujours supérieures aux

quantités dosées avant purification : 33 pMoles aprés 1'HPLC contre 25

pMoles avant 1'HPLC.
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ITI.1.3, SCHISTOSOMES 20 JOURS

La Figure 9 C donne T1a quantité d'ecdystéroides chez le parasite
§gé de 20 jours. Dans la population de taille supérieure a 1,5 mm (1C.L),
le taux est de 1 pMole d'ecdysone/100 mg protéine. Par contre, ce taux
chute @ 0,6 pMole/100 mg protéine pour les parasites de taille inférieure
a 1 mm (1C.S). C'est & ce stade que 1'on dose dans le parasite la plus
faible quantité d'hormone. Néanmoins, ce taux est nettement supérieur au
bruit de fond de la méthode (0,01 pMole/100 mg protéine) ou aux témoins

négatifs : tissus de hamsters sains (0,05 pMole/100 mg protéine).

I1I1.1.4. SCHISTOSOMES ADULTES (40 JOURS)

Les parasites adultes recueillis par perfusion totale du hamster au

M.E.M. renferme globalement 1,6 pMole/100 mg protéine. Les femelles ren-
ferment plus d'ecdystéroides que les mdles (1,90 pMole contre 1,35 pMole
pour Tes mdles) (Fig. 9 D). I1 faut souligner que 1'analyse HPLC-RIA
révéle une proportion plus grande de 20 OH ecdysone que d'ecdysone quel-
que soit le sexe du parasite (E/E + 20 OH E = 0,32 pour les femelles et
0,38 pour les mdles ; Fig. 10). A T'opposé, chez les adultes issus des
perfusions mésentériques et portales seulement, une différence quantita-
tive nette apparait selon le sexe du parasite. En effet, les femelles
renferment 2,5 pMole d'ecdysone équivalent pour 100 mg de protéine alors
que les mdles n'en renferment que 0,9 pMole, soit prés de 3 fois moins
que 1e§ femelles (Fiqure 9E).L'analyse HPLC-RIA montre que ces adultes

nrésentent un ranport E/20 E inversé par rapport & la situation de
E
E+ 20 OH E

perfusion totale : = 0,60 pour Tes mé]és et 0,76 pour les

femelles (Figure 11).



Figs 9

: DOSAGE RADIOIMMUNOLOGIQUE DES ECDSTEROIDES A DIFFERENTS

STADES DU DEVELOPPEMENT DE SCHISTOSOMA MANSONT.

A : Schistosomules mécaniques ; B : schistosomes 11 jours
C : Schustosomes agés de 20 jowrs. (S) représente Les
feines parasites La 1 millimétre , (L) neprésente Le
neste de La population parasitaire. D : parasites agés

de 40 jouns,necueilllis par pergjusion totale de hamsters.

E : Parasites agés de 40 jours , recuellis par perjusion
des veines mésentirniques et porntale. F : weufs de schisto-

-somes . G : TAssus de hamsterns non Anfestés.
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Fig.

10 :

SPECTRE HPLC D'UN EXTRAIT METHANOL DE S.mansoni
PROVENANT DE PERFUSION TOTALE DE HAMSTERS.

25 pl d'extralt parasitaire sont 4infectes dans fe

chhomatoghaphe. Des gractions de 30 secondes sont

rhecuedlllies , séchées socus 4Lux d'azote puts remi-
-4e4 en Auspension Qanb Le Zampon cithate 0,1 M ;

pH 6,1 avant d'etre dosées en radioimmunoloade.

(A) : Femelles de S. mansoni agées de 40 jounrs.
(B) : Males de S. mansond agés de 40 founrs.
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Fig. 11 : SPECTRE H.P.L.C. DE SCHISTOSOMES ADULTES (40 jouns)
PROVENANT DES VEINES MESENTERIQUES ET PORTALE.

(A) : Femelles adultes
(B) : Males adultes.
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Aucune forme moléculaire réagissant avec le RIA n'est détectable

en dehors de la migration des standards ecdysone et 20 OH Ecdysone.

III.1.5. OEUFS DE SCHISTOSOMES

La Figure 9 F montre la quantité globale en ecdystéroTdes contenue
dans les oeufs de schistosome. Cette quantité est comparable & celle
trouvée chez les femelles "mésentériques" ; 2,6 pMole d'ecdysone équiva-
lent/100 mg Protéine. De méme, 1'analyse HPLC-RIA donne un rapport E/20E+E)
identique d celui des femelles issues de perfusion mésentérique E/Q0 E + E)=

U, 76,

A ce stade d'étude, i1 était intéressant de savoir si les
ecdystéroides étaient produites par d'autres trématodes, en particulier

chez le plathelminthe hermaphrodite Fasciola hepatica appartenant au méme

phylum que Schistosoma mansoni.

IIT.1.6. CHEZ FASCIOLA HEPATICA

Le Tableau 1 montre la quantité d'ecdystéroides renfermée chez

le parasite Fasciola hepatica. Ce parasite contient 3,4 pMole d'ecdysone

équivalents/100 mg protéine.

L'analyse HPLC-RIA montre une proportion presque équivalente

des hormones ecdysone et 20 OH ecdysone ( - 25 mrE " Q.56: Fig. 12}).

De plus, on note un pic immunoréactif non identifié a 23 mn,
ne correspondant ni au standard 20 OH Ecdysone (25 mn), ni au standard
ecdysone (28 mn). Ce pic correspond & une quantité d'ecdystéroTde de 1,8 pM
d'ecdysone équivalent/100 mg protéines et pourrait &tre srécifique de ce

Nématode hermaphrodite Fasciola hepatica.




TABLEAU 1 : Dosage d'ecdystérnoldes chez Le parasite

Fasciola hepatica.



I

TABLEAU 1.

Fasciola hepatica

DOSAGE AVANT DOSAGE GLOBAL APRES
HpLC* HpLCXT
3.4 2018 44,47

Ecdysone 20 OH écdysone non identifié

23,83 18,82 1.8

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

N==56

+ Ecart type non calculé.

B¢
U(({
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SPECTRE H.P.L.C. DU TREMATODE Fasciola hépatica.

25 pt d'extrall parasitaine sonkt chromatographids
dans Le solvant acétomitrnile/eau (v/v ; 80/20).

Des fractions de 30 secondes sont recuelllies puls
analysées en RIA. Les 4Léches correspondent a L'élu-
-tion des standards ecdysone et 20 OH écdysone.



R T

L) el

20.0H.E

F.n

min

L
10

40

20

209

Fraction

@
(&)
>4

Fig.12

o ] 0 0

L ] - -

saua104d 6woot /sjusieanbs suosApo3 joud



< B0 -

Ces études sur la production endogéne d'ecdystéroTdes par les
plathelminthes trématodes ne donnent qu'un "instantané". Elles ne préju-
gent en rien de la cinétique de production de ces hormones, ni d'une
éventuelle excrétion dans le milieu extérieur de ces molécules et en par-

ticulier dans le sang ou Tes urines de 1'hdte infesté.

IT1.2, DOSAGES RADIOIMMUNOLOGIQUES DES ECDYSTEROIDES DANS LE SERUM OU

L'URINE D'HOTES

Avant d'étudier toute apparition d'ecdystéroides dans le sérum
ou 1'urine d'animaux infestés, i1 était nécessaire de connaitre le temps
de demi-vie He la molécule d'ecdysone commerciale dans ces compartiments
biologiques. Ces études préliminaires ont €té menées sur des hamsters

sains.

IIT.2.1. CATABOLISME D'ECDYSONE EXOGENE

111.2.1.1, Dans les sérums d'animaux

La molécule d'ecdysone étant propre aux arthropodes, il était
a priondl possible que 1'hdte vertébré ne posséde pas la batterie enzymatique
nécessaire @ la dégradation d'une telle molécule et qu'une accumulation
sérique soit envisageable. Dans un premier type d'expériences menées
sur 18 jours, aucun ecdystéroide n'est détectable malgré les fortes

quantités d'hormones injectées (Figure 13).



Fig. 13 : CINETIQUE D'APPARITION D'ECDYSONE EXOGENE DANS LE
SERUM D'HOTE APRES INJECTION DE 107° M D'HORMONE.
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Deux hypothéses peuvent expliquer de tels résultats :
- soit un catabolisme rapide de la molécule d'ecdysone
- soit la formation d'un complexe ecdysone-ligand qui stabilise

et protége 1'ecdysone contre une dégradation sérique.

Pour vérifier la premiére hypothése, une cinétique de dégradation
de 1'ecdysone sur quelques heures a été entreprise sur 5 hamsters.
Dans cette expérience dite "de charge", les courbes représentatives de
la disparition d'ecdysone sérique sont de type exponentielle
decroissante (Figure 14), Les contraintes expérimentales ne permettent
pas d'obtenir nlus de trois points expérimentaux, néanmoins, une
représentation linéaire Log(ecd) = f(t) donne un faisceau de droites
paralléles d'équation Y = Ax + B (Figure 15). Ceci permet d'obtenir
1'équation de 1'exponentielle initiale .

C = CO exp(-1,058 t) ; t en heures

avec pour C = C0/2 un temps T 1/2 appelé demi-vie de
la molécule. Ce Tl/2 de 1'ecdysone sérique chez 1'hdte vertébré est

de 0,66 h soit 40 minutes.

111.2.1.2. -Dans les urines.

Chez le hamster sain ayant recgu par voie I.V. un mélange d'ecdysone
et de 20 OH ecdysone (2.10-6 M final) ; i1 est possible de doser dans
les urines des ecdystéroTdes (Fig.16 ). La courbe représentative de
1'apparition d'ecdysone exogéne dans les urines est de type exponentielle
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)0 . exp.
(- 0,635 t) avec t1/2 : 16 h et 1'autre d'équation Log(C) = -0,049 t + Bo
donnant pour 1'exponentielle correspondante : (Ecd) = (Ecd)0 . exp

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



Fig. 14 : Counbes nepnébenkaziues de La disparnition d'ecdysone
exogéne dans Le sérum de hamster.
Abscisses : Temps en heurnes ; Orndonnées : quantite

d'ecdysone en pMol / ml de s¢rum.

Fig. 15 : Représentation Lindaire , Logleed) = 4(t) , de La
disparition d'ecdysone dans Le s2rum.

Abscisses: Temps en heures ; Ordonnées : Log (QCd)AénLque‘
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Fig. 16 : Counbes représentatives de L'apparnition de £'ecdysone
exogene dans Les wuines.
Abscisses : Temps en heures ; Ordonnes : quantite

d'ecdysone en pMol / m€ de sérum.

Fig. 17 : Repnésentation Linéaine,loglecd) = §(t) , de £'apparition
d'ecdysone dans Les urines.

Abscisses : temps en heures ; Ondonnles : Log (eed) . - ..
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dénote la présence de deux destinées por 1'ecdysone urinaire. L'une
ol la molécule est vite dégradée ; 1'autre a demi-vie plus longue

de 1'ordre de 10 jours.

I11.2.2. APPARITION D'ECDYSCNE SERIQUE ENDOGENE.

Cette étude a pour but de vérifier que les parasites
excrétent dans le sérum les ecdystéroides qu'ils produisent. Elle
sera menée sur des hamsters ou des rats infestés par S. mansond,
mais aussi sur d'autres types de parasites comme les filaires afin

d'élargir le domaine d'investigation.

- 111.2.2.1. Andmaux Ainfestés par S.mansond.

Chez des hamsters infestés par S.mansonl, apparaissent dés le
6 éme jour aporés 1'infestation des ecdystéroides sériques (Fig. 18a).
La quantité d'hormone mesurée a cette époque est faible (0,20 pMol /ml)
mais le B/T correspondant & cette valeur est significatif par rapport au
B/T du témoin non infesté (0,642 pour 1'échantillon contre 0,748 pour le
témoin négatif).

La courbe représentative de 1'apparition de 1'ecdysone sérigue
endogéne est une courbe ascendante avec une branche asymptotique positive
(dy/dx 0). A J12 , la quantité détectée représente 85% de la quntité
présente a J24.(Au moment de la rédaction de cette thése, la relation
charge parasitaire et taux d'ecdysone sérique n'est pas établie dans ce
modéle).

Chez un animal semi-permissif comme le rat, les ecdystéroides
produits par le parasite sont également présents et détectables dans le
sérum par R.I.A. La courbe représentative de 1'apparition d'ecdystéroides
est une courbe présentant un maximum entre J6 et J12 et une branche
asymptotique négative (dy/dx 0). Le maximum est plus important pour une

infestation & 2000 furcocercaires qu'a 500 (Fig. 18b , 18c).



Fig.

18 :

APPARITION D'ECDYSTEROIDES SERIQUES DANS
DIFFERENTS MODELES EXPERIMENTAUX.

(a) : Chez Le hamstern infesté a 2000 furcocercaires.
(b) : Chez Le rat infesté a 2000 4urcocercaires.
(c) : Chez Le nat infest? a 500 4urcocercaires.
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I11.2.2.2. Hamster infesté par Dipetalonema viteae

D. viteae est un endoparasite larvipare appartenant au groupe
des Nématodes agent d'une fibrose expérimentale des rongeurs. A J 63,
période ol les filaires commencent la ponte des microfilaires, stade
larvaire 1, des ecdystéroTdes apparaissent dans le sérum des animaux
infestés. Le taux d'ecdystéroTdes dosé & cette période (23 pMol/ml sérum)
correspond & une concentration de 23 nMo1/1 de sérum (Tableau2). Par
contre, a J 40, stade adulte des filaires ol les femelles contiennent

des oeufs fertilisés et a J 70, aucun ecdystéroide n'est détectable en

R.I.A. (Tableau2).

I111.3. SERUM DE PRIMATES

A ce stade d'étude, 1'ecdysone sérique revét un caractére
particuliérement intéressant quant & son domaine d'application en vue
d'un éventuel diagnostic d'infection par les helminthes. Aussi, le
modéle primate, mieux adapté que celui des rongeurs dans 1'optique d'une

transposition des résultats, est utilisé.

111.3.1. Chez Le s4inge

Sur des extraits méthanol de sérum de singe Patas patas infesté par
S.mansond (550 furcocercaires) des ecdystéroides sont détectables jusqu'a
535 jours anrés 1'infestation (Fig. 19). Chez le singe A, on note une
rétention d'ecdystéroides (Fia. 19; A1,A2,A3). Ce singe héberge des parasi-
tes non stériles puisque des oeufs sont dosés dans les fécés (180 et 10
oeufs / q de fécés). Chez le singe B, une rétention d'ecdystéroides est
écalement observée méme en absence d'oeufs dans les selles aux stades

J499 ( Fig. 19 B2) et J535 (Fig. 19 B3).



TABLEAU 2 : Quantite d'ecdystirodldes a différentes Zpoques du

cycle de D.vita .
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Tableau 2

QTE, D'ECDYSTEROIDES

O. 18 +.08

23 .00 +.13 |

0.30 t.0l1

% EN PICOMOLES D'ECDYSONE EQUIVALENT / ML DE SERUM,



Fig :

19 :

DOSAGE D'ECDYSTEROIDES DANS LE SERUM DE SINGE.

deux singes sont infestes par 550 4urcocercaires.
(T) : sérum de primate sain
(A,),(B,) : sdnge Anfest? depuis 235 jounrs.

(Ay) : sCrum du s4inge A @ J499. Ce singe "emet"
180 ceu4s par ghamme de §2ces.

(A3) : s2rum du s4inge A & 535 jowws apnes L'ingestation.
emission de 10 ceups par gramme de 42ces.
(BZ),(B3) : s8hum du sdnge B ne prisentant aucun

euf de parasite dans Les selles.
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I11.3.2. Chez 1'homme

Plusieurs sérums de malades ont été dosés en R.I.A. Ces malades

ont été infestés par S. mansoni ou par S. mansoni + S. haematobium. Seul,

le dossier médical du malade P.N.06 est connu avec exactitude depuis 1la

date de son infestation.

Ce malade, atteint d'une bilharziose @ S. mansoni, présentait
un sérodiagnostic bilharzien positif (Fig.20) avec les arcs carac-
téristiques. Ce malade traité & J 1460 par 1'ambilhar présente & J 5845 un
taux global en ecdystéroides de 23.3 pMol/ml sérum ; soit une concentration
molaire en ecdystéroides sériques de 23.3 nanomoles. Aprés traitement par
Te VANSYL (Oxaminiquine - prise unique de 15 mg/kg), Te taux d'ecdystéroides
a chuté a 2.39 pMol/ml de sérum (Tableau 3). L'analyse combinée HPLC-RIA
de 1' extrait méthanol indique la présence de la forme ecdysone. De plus,
cet échantillon sérique montrait la présence d'IgE spécifiques de S. mansoni.
Pour mémoire, les helminthes et S.mansont en particulier, induisent la
synthése des immunoalobulines Ig E, c'est-a-dire, des anticorps qui sont
normalement synthétisés dans les phénoménes allergiques (SADUN et al.-1970).
Des Ig E anti-schistosomule et des Ig E anti shistosome adulte sont
présents chez ce malade, mais absence d'Ig E anti-oeuf de schistosome.
Une biopsie rectale a donné un résultat néaatif (oeuf=0) (Tableaux 4

et 5). Ce malade ne présentait aucune autre parasitose.

Le malade B.K.70 présente €galement une bilharziose & S.mansond.
Des extraits hexane et méthanol sont effectués sur le sérum et 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 2la)
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Les molécules dosées ont une plus arande affinité pour les solvants
apolaires comme 1'hexane que pour les solvants polaires ; tout en restant
immunoréactives vis-a-vis d'immunsérums anti-ecdysone (Figure 21 a , b).
Dans les urines de ce malade , c'est le phénoméne inverse qui est observé:
les molécules immunoréactives ont plus d'affinité pour le méthanol que

pour 1'hexane (Figure 21 ¢ , d). De plus , 1a migration sur placue de silice

du pic 2 correspond & la migration du standard 20 OH.ecdyvsone.



Fig. 20 : Sérno diagnostic de La bilharzicse chez £e malade P.N.06.
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TABLEAU 3 : Dosage des ecdystéroides dans Le sérum
du malade P.N.06 avant,et aphres, une
chimiothérapie anti helminthique. (VANSYLR,
15mg / kg ).

TABLEAU 4 : Anti- corps circulants, spécifiques de

Séhiétaéoma mansond, chez Le malade P.N.06.

TABLEAU 5 : Anticonps antd Schistosoma mansond dans

Le schum du malade P.N.06.



DOSAGE AVANT

Tableau 3

X
TRAITEMENT

SRT

DOSAGE APRES TRAITEMENT
PAR L'OXAMNINIQUINE %

25,30

2,59

X en pico-mole d'iedysone Equivalent par milli-Litrhe de s&rum

SPECIFICITE
e E

Tableau 4

SUJETS SAINS

MALADE Ph,N

CONCLUSIONS

ANTI -SOMULE

594 » 857

2171 - 2426

POSITIF

ANTI ADULTE

399 - 431

2674 - 5043

POSITIF

ANTI OEUF

SED = L

550 - 551

X Resultats exprimés en coups par minute.

ANTI CORPS
UTILISE

Tableau 5

COUPE DE
SCHISTOSOMULE

ANTI CORPS
UTILISE ,

NEGATIF

COUPE
D' ADULTE

56

1/80

lesb

1/160

bg. F

I, M




Fig. 21 :

POLARITE DES ECDYSTEROIDES ENDOGENES.

Aprés une extraction dans Le couple de solvants
héxane/méthanol, Les Echantillons sérniques ou
wiinaines sont analysés sun plaque de silice,

puis par R.I.A,

(a) : Ecdystéroides séniques ayant plus d'affinité
pour £'héxane que pour Le méthanol.

(b) : Ecdystinolides séniques ayant plus d'afginité
pour Le méthanol que pour L'héxane.

{¢) : Ecdystirodides wrinairnes ayant plus d'afginite
pour L'héxane que pour Le méthanol.

(d) : Ecdystiroides urninaines ayant plus d'agginite

pour Le méthanol que pour L'héxane.
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IV.1 DOSAGE DES ECDYSTEROIDES DANS LE PARASITE.

IV.1.1. Les schistosomules mécaniques.

Les quantités importantes d'écdystéroides , renfermées dans la forme
infestante du parasite S.mansoni, doivent &tre imputées a une production
par 1'hdte intermédiaire plutdt qu'd une synthése endogéne du parasite
Tui méme (schéma 1).

D'une part, les schistosomules mécaniques ne sont dgés que de deux heures
et d'autre part, les expériences se déroulent & 4°C, c'est-a-dire a
des températures ol presque toutes les activités biologiques sont en
"sommeil”. Dans de telles cbnditions, i1 est peut probable qu'il
existe chez la forme primaire du parasite des mécanismes permettant
la synthése endogéne de telles quantit&s hormonales.

Par ailleurs, la phylogénie de 1'hdte “ntermédiaire laisse a penser
qu'il peut produire des ecdystéroides pour la constitution de ses
tissus riches en chitine,

L'hypothése la plus vraisemblable serait que cette réserve d'hormones
servirait au parasite pour son développement dans les premiers jours
d'infestation. Aucune expérience n'ayant &té entreprise afin de

vérifier une telle hypothése, le rdle des hormones & ce stade reste

totalement 1inconnu,
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IV.1.2. Schistosomes 11 jours.

I1 est généralement admis par les parasitologues que la
migration des parasites, du poumon vers le foie, se situe dans
une période de 11 jours aprés 1'infestation. Ces derniéres
années, 1'étude plus approfondie de ce mode de migration
a montré que si quelques vers empruntaient la voie artérielle
la majorité de la population parasitaire utilisait la circula-
tion veineuse ou capillaire (MILLER, - 1976).

A ce stade appelé J11, la concentration trés importante en
écdystéroides, par rapport aux autres stades, dénote une produc=
tion endogéne par le parasite Tui-méme puisque 1'hdte définitif
qui 1'héberge n'en synthétise pas. Par conséquent, on peut
exclure une accumulation active ou passive d'@cdystéroides d'hdte
dans le parasite.

D'autre part, 1'analyse combinée HPLC-RIA permet de ne déceler
que la forme ecdysone, c'est-a-dire celle qui est synthétisée

de novo et inactive (si 1'analogie avec les insectes est vraie).
La présence d'écdysone 3 ce stade crucial du développement du
parasite peut étre reliee & trois événements biologiques :

- Migration et developpement de la forme juvénile. Pendant

la migration du parasite des poumons vers le foie les
travaux de WILSON(1978)ont montre que le processus de
transformation était caractérisé par des changements des

fonction biologiques et morphologiques telles la réduction
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en taille et degré de torsion du parasite ainsi qu'une réduc-
tion de 1'amplitude des mouvements d'élongation et de contrac-
tion des vers. Ces modifications entrainent chez le schistoso-
me installé dans le foie la perte de sa capacité & migrer dans
d'autres organes (WILSON & al.-1978).

‘Modification de paramétres métaboliques du parasite qui arrive

dans le foie (LAWSON & WILSON - 1980).

La mesure des quantités d'azote contenues dans le jeune
schistosome, par la méthode de JACOB, de la consommation
d'oxygéne, par la technique du respirométre, de 1'activité
lactate deshydrogénase, par la méthode de BERGMEYER et BERNT,
montre une augmentation rapide de tous ces paramétres dés que
le parasite atteint le systéme porte-hépatique. De plus, ces
événements, dont les auteurs ne peuvent expliquer 1'origine
sur des critéres biologiques, sont inities entre le 10 éme et
le 11 éme jour aprés 1'infestation.

Modifications des membranes de S.mansonl{ . La technique de

cryodécapage a permis de révéler que la membrane du schisto-
some de 11 jours présente des caractéristiques précises, as-
sociées a un ph&noméne assimilable @ une mue (TORPIER, et

al.-1982).

Ces trois observations, se déroulant & une méme période dans le
développement du parasite, se situent au moment méme o0 apparait
un pic d'écdysone chez le parasite. Parallélement, il est main-
tenant bien &tabli que chez les insectes 1'écdysone a un rdle
morphologique et qu'un pic d'écdysone précéde toujours une mue

de 1'insecte (TRUMAN et al. 1981.)
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IV.1.3. Schistosomes 20 jours.

Du fait que les parasites migrent des poumons vers le foie
de J8-J10 jusqu'a J20. (MILLER, -1976), la population parasitaire
est trés hétérogéne. Hétérogeneité en forme , en taille et en
physiologie puisque certains parasites présentent déja des ébauches
d'une différenciation sexuelle. Dans une telle population, 1'inter-

prétation des résultats obtenus reste délicate et difficile.

IV.1.4. Schistosomes adultes (40 jours).

Le stade adulte est défini comme é&tant la période a laquelle
les vers femelles commencent la ponte. Généralement, ce phénoméne
de ponte est initie vers le 35 éme jour aprés 1'infestation. A J40,
la proportion de femelles capables de pondre est trés importante et
concerne presque toute la population femelle.

Les adultes, madles et femelles, synthétisent des ecdystéroides dont
le taux varie en fonction de leur Tocalisation anatomique.

Les adultes recueillis par perfusion totale de hamster, présentent
une concentration hormonale comparable pour les deux sexes. Dans ce
cas, la séparation par H.P.L.C. permet de discerner les deux formes
d'ecdystéroides : 1'ecdysone et la 20 OH.ecdysone avec une prédomi-
nance de la forme écdysone.

D'autre part, il est généralement admis que le lieu physiologique
de Ta ponte et de 1'accouplement des vers est le systéme porto -
mésentérique. Les adultes, collectés exclusivement dans cette région
anatomique , présentent une différence sexuelle significative en

taux global d'écdystéroides. De plus, les rapports des formes
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ecdysone et 20 OH. ecdysone mesurés par combinaison HPLC - RIA,

sont inversés par rapport d& ceux obtenus par perfusion totale, il

est donc analogue d@ celui observéidans Tes oeufs du parasite.

Chez les insectes, nous savons depuis 1975, ordce notamment aux
travaux de 1'équipe de J.A. HOFFMAN sur Locusta migratoria, que les
femelles en vitéllogénése produisent de fortes quantités d'ecdystéroides
(10'6-10'5 M) avant la ponte. En effet, sous stimulation d'une neuro-
hormone (CHARLET et al.-1979), 1'épitélium folliculaire de i'ovaire
synthétise 1'ecdysone a partir du complexe cho]estéro]-]ipoprotéine
(LAGUEUX et al.- 1978), Cette hormone stimule la synthése de
vitellogénine,ou protéine femelle, par le corps gras (FALLON et al.-
1974 ; HAGEDORN et al.-1975 ; JOWETT et al.-1981). L'ecdysone
néosynthéfisée se complexe & la vitellogénine produite (LAGUEUX et
a].-1981) transformant ainsi 1'ovaire en "réservoir" d'ecdysone. En
fait, la presque totalité de ces ecdystéroides complexés sont présents
dans 1'oeuf. La conversion en hormone active (20 OH.ecdysone) par

les ovarioles permet ainsi le développement de 1'oeuf et des premiers
stades embryonnaires.

I1 a 8té d'ailleurs démontré que des extraits acétone ou éther de
schistosomes miles, provenant de perfusions des veines mésentériques,
initient le développement des glandes vitellines de femelles sexuel-
-lement immatures (SHAW et al.-1977). Ceci suggére de fagon indirecte
le rdle potentiel important de 1'ecdysone dans 1'induction de la
maturation du systéme reproducteur femelle de Schistosoma mansoni.
Chez les insectes, la L. DOPA DECARBOXYLASE (aromatique L amino

acide carboxylase E.C. 4.1.1.28 , une enzyme essentielle dans la forma-
-tion de cuticule (MARSH et al.-1980; KARLSON et al.-1966) , en
particulier, de 1'oeuf) semble &tre sous le contrdle de 1'homone

ecdysone ( KRAMINSKY et al.-1980). Cette enzyme catalyse la réaction
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de décarboxylation de la L.DOPA en dopamine et de Ta 50H.TRYPTOPHANE
en 50H,TRYPTAMINE. La présence d'une telle enzyme a &té démontrée
aussi bien chez des cercaires de schistosomes que chez des schistosomes
adultes (CATTO - 1980),
L'ensemble de tous ces travaux nous améne a réaliser 1'un des schémas
réactionneéls hypothétiques dans lequel 1'ecdysone pourrait stimuler
chez S.mansoni, la synthése de mélanine qui est un composé intervenant
dans la constitution de 1'oeuf (Schéma 2),
Deux arguments viennent étayer ce schéma :

- D'une part, la sérotonine qui entre dans 1fune des voies
anaboliques de la mélanine, est présente en quantité importante dans
le mésentére de 1'homme. Ce mésentére est aussi le lieu ol les parasites
montrent une différence sexuelle en ecdysone. C'est également, avec
le systéme porte leur lieu d'accouplement et de ponte.

- D'autre part, 1'enzyme Hydroxy indol O méthyl transférase
intervenant dans ia voie anabolique de la mélanine est inhibée par de

\hiptte quantité d'estradiol (CARDINALI et al.-1981), C'est précisément

le cas avec les implants d'estradiol (BARRABES et al.-1979) qui
diminuent Ta parasitémie et le nombre d'oeufs dans les fécés d'animaux

infestés,

1V.1.6. Chez Fasciola hepatica.

Ce parasite appartient é la classe des TREMATODES digéniques comme
S.mansoni . Par contre, ce vers est hermaphrodite comme la pllpart
des TREMATODES.

IT contient également les deux hormones d'insectes détectées chéz

S.mansond : 1'ecdysone et la 20 OH. ecdysone.
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I1 faut cependant noter que,le parasite Fasciola hépatica contient
une autre hormone de structure semblable & 1'é@cdysone, reconnue
par les anti-corps anti &cdysone. Il pourrait s'agir ici d'une

=

molécule propre @ ce parasite.

IV.2. DOSAGE DES ECDYSTEROIDES DANS LE SERUM OU LES

URINES D'HOTES VERTEBRES PARASITES N

IV.2.1. CATABOLISME D'ECDYSONE EXOGENE.

1V.2.1.1. Dans Le s&rum.

La courbe de disparition du mélange écdysone et 20 OH écdysone

injecté & des hamsters sains est une exponentielle d'équation générale:

(Ecdysone), = (Ecdysone),, x o~1,058 t

Ces résultats sont confirmés par la présence de droites paralieles

en représentation inverse ( log C en fonction du temps), indiquant
ainsi qu'un mélange d'écdystéroides est catabolisé selon un seul
processus. V

En fait, le terme catabolisé doit &tre pris dans le sens d'une élimi-
—natioq de 1'entité moléculaire platot que dans le sens d'une dégra-
-dation biochimique. En effet, le devenir biochimique de ce mélange
est actuellement inconnu, 1'expérimentation ne permet pas d'accéder

da ce paramétre.
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Pour répondre & une telle question, il serait nécessire de

-posséder de 1'écdysone marquée au 146 sur le squelette méme de

la molécule, et de suivre la radioactivité dans les différents
organes et compartiments liquidiens de 1'animal. (

Un simple marquage au 3H sur 1'une des fonctions hydroxyles

serait insuffisant car i1 pourrait subir une oxydation active ou
passive, et par conséquent, 1'écdystéroide redeviendrait "froid".)
De plus, la présence de fractions 14C non immunoréactives dénoterait

une modification de la structure de 1'écdystérone initial.

Dans le sérum, le temps de demi-vie de 1'é@cdysone est sensiblement
identique & celui observé chez les arthropodes, 30 minutes, contrai-
-rement aux stéroides humains qui ont généralement des temps de

demi-vie de 1'ordre de 6 & 8 heures.
L'&cdysone &xogéne, ne se lie pas & un substrat sérique pour former
un compléxe stable, a 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 méthanolique & chaud. Par suite, nous dosons 1'ecdy-
-sone libre plus 1'ecdysone qui était 1iée. Si le compléxe
éxistait, cette quantité dosée devrait étre constante pour des temps
courts de 1'ordre de quelques heures en raison de la stabilité du

compléxe ecdysone-substrat. Ce n'est pas notre cas, puisque les
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quantités dosées diminuent exponentiellement avec le temps,
méme pour des périodes courtes de quelques heures.

De plus, les cinétiques éffectuées sur 24 jours auraient pi
mettre en évidence la présence de tels compléxes.

Bien que ces expériences dont le principal but était
d'apprécier le temps de demi-vie dfun écdystéroide dans le
sang soient significatives , i1 ne faut pas oublier qu’'a

chaque saignée 20 % des protéines plasmatiques sont retirées,

(en particulier, la sérum albumine dont le "turn over" est
d'une dizaine de jour). Le rdle important de la sérum albumi-
-ne dans le transport non spécifique d'hydrocarbure de

faible poids moléculaire comme les stéroides doit étre consi-

-déré.

IV.2.1.2. Dans Les wiines.

Aprés Ta disparition de 1'écdysone sérique exogéne, 1'urine
est le compartiment naturel pour 1'élimination de mo]écu1e§.
L'ecdysone est effectivement, aprés injection intra-veineuse, retrou-
vée dans les urines de hamsters traités. La courbe représentative
de 1'élimination par les urines de 1'hormone ecdysone est la résultante

de deux exponentielles décroissantes.
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Cette technique suggére deux “compartiments" pour 1'ecdysone :
le premier serait une absorption et le second une désorption de la
molécule. Deux hypothéses au moins peuvent expliquer de tels résul-

tats

- un cycle entéro-hépatique : la premiére cinétique correspondrait

d la rétention de 1'ecdysone dans les muqueuses intestinales et le foie,
et 1a deuxiéme partie de la courbe au "relarguage" de 1'ecdysone par
ces organes. Ce relarguage devrait normalement conduire 1'ecdysone du
foie au rein via le sang. Un tel schéma devrait ainsi mettre en évi-
dence dans le sérum une courbe biphasique. Cette deuxiéme cinétique
sérique n'ayant pu &tre appréhendée dans nos délais d'observations, une
tentative d'exnlication pourrait &tre son masquage par la premiére

courbe observée si 1a méthode utilisée est correcte.

- un effet néphrotoxique de 1'ecdysone : dans ce cas, la premiére

partie de la cinétique correspondrait a la rétention de
1'ecdysone par les cellules renales, des glomérules ou des tubules.
Cette concentration infestante d'ecdysone conduirait a la mort de la

cellule qui relarguerait alors son contenu.

Actuellement, on ne peut exclure aucune des deux hypothéses,
d'une part parce que nous effectuons une expérience dite "de charge",
c'est-a-dire utilisant des doses non physiologiques d'ecdysone. Tout
produit ayant son seuil de cytotoxicité, il n'est pas exclu que dans
la méthode utilisée ce seuil n'ait pas été atteint. D'autre part, nous
avons observé que des injections a 104 et 1073M d'ecdysone provoquait

la mort des hamsters par anurie.
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Actuellement, nous recherchons les organes susceptibles de stocker
1'ecdysone. Les résultats ne sont pas encore connus au moment de la

rédaction de cette thése.

1V.2.71.3. Détection d'ecdysone sérique chez Les animaux parasites

a) Infestation par S. mansoni

Des hamsters infestés par le parasite S. mansoni, présentent dés
le 6&@me jour de 1'infestation des molécules sériques immunoréactives

avec des anti corps anti ecdysone.

Les jeunes schistosomes synthétisent de 1'ecdysone et de la
20 OH ecdysone. Ces molécules sont vraisemblablement excrétées par
le parasite et subissent dans le sang des modifications moléculaires.
Ces ecdystéroides seront appelées Ecdystéroides Sériques Endogénes ou
E.S.E. Chez 1'animal permissif, les quantités d'E.S.E. atteignent dés
le 128me jour un plateau ( mg/1). Ces quantités sont tout a fait com-
parables a celles d'hormones stéroides plasmatiques de 1'homme : de
0,20 & 7,10 mg/ml pour la Testostérone ; de 0,23 & 178 mg/ml pour la
progestérone et 13 Fg/m] pour 1'aldostérone par exemple (BAYARD et al.,
1970). La présence d'E.S.E. semble étre un marqueur biologique d'une
infestation par S. mansoni qui traduirait en plus un développement

normal du parasite.
La aussi, 1'analogie avec le modéle insecte peut expliquer ce résultat

en apparence paradoxal puisqu'd partir de faibles quantités d'hormone
dosées dans le parasite, des ecdystéroides sont détectables dans le
sérum, En effet, Chez Locusta migratoria par exemnle, la synthése de

1'ecdysone est effectuée dans une glande spécialisée, la alande
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de mue ou ¢lande prothoracique (KOOLMAN et al.- 1974), a partir d'un
précurseur Cholestérol-lipoprotéine. L'ecdysone néosynthétisée est
directement "excrétée" dans le sang de Locusta migndtonia contrairement
d la situation précédemment décrite pour 1'ecdysone ovarienne (HIRN et

al.-1979).

Le rat est un animal semi permissif, chez lequel des E.S.E. peuvent
étre également détectés d un stade précoce de 1'infestation. Cet hdte
semi permissif est connu pour mettre en place vers le 10 éme jour aprés
1'infestation une réponse immunologique dont certains anticorps sont
biens caractérisés et étudiés dans les phénoménes de cytotoxicité a
médiation cellulaire dépendante d'anticorps (ADCC). Ces mécanismes

effecteurs du rat permettent ainsi le rejet de la quasi totalité de la

population parasitaire dans une situation de réinfection.

Chez un tel héte, les quantités d'E.S.E. dosées diminuent progres-
sivement dés la période 6 - 10 jours aprés 1'infestation, quel que soit
la charge parasitaire. Ceci suggére donc que les parasites se développent

anormalement et que leurs fonctions physiologiques sont altérées.

b) Infestation par Dipetalonema vitae

L'apparition d'E.S.E. ne semble pas restreinte au seul groupe des

Trématodes mais aussi au groupe des nématodes comme Dipetalonema vitae,

Les études préliminaires montrent 1'apparition d'un taux d'E.S.E.
juste au moment de la microfilarémie, c'est-a-dire le début de la "ponte”
des microfilaires @ J63. Ce résultat n'est pas surprenant, compte-tenu
des travaux de ROGERS (1973) qui montre que des extraits de nématodes

comme Panagrellus redivivus peuvent induire une mue chez 1'insecte.
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Réciproquement, 1'ecdysone et 1'hormone juvénile agissent sur le

développement du systéme reproducteur des nématodes (ROGERS, 1973).

IV.3. DOSAGES D'ECDYSONE SERIQUES ENDOGENES CHEZ LES PRIMATES INFESTES.

IV.3.1. Chez le singe Patas patas.

Par sa physiologie plus proche de celie de 1'homme que celle des
rongeurs et pour des raisons d'éthique, le singe représente un modéle

expérimental trés 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 d'E.S.E. est de méme type que celle
observée chez les rongeurs "permissifs", c'est-d-dire une courbe en pla-
teau avec une rétention des ecdystéroides. Cependant, le plateau semble

étre atteint plus tardivement.

De plus, des quantités importantes d'E.S.E. sont détectables méme en
1'absence d'oeufs dans les fécés. Bien que le rdle des ecdystéroides dans
la vitellogénése ne soit pas expérimentalement démontré, cette derniére
observation pourrait suggérer que 1'ecdysone, au-deld d'une certaine
concentration, exercerait un effet rétro-actif négatif sur la vitellogénése

des femelles.
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En faveur de cette hypothése , il faut citer les travaux de
CHEEVER et POWER (1972) qui ont montré chez le singe Rhésus qu'une forte
infestation par 500 & 600 cercaires provoguait une diminution dans le
temps du nombre d'oeufs dans les fécés comparativement a des animaux
infestés seulement avec 100 cercaires. Les ecdystéroides apparaisent
donc comme un marqueur biologique d'une infestation par S.manscni en
particulier, méme dans des cas ol la détection d'oeufs spécifiques

dans les fécés est négative.

IV.3.2. Chez 1'homme.

L'une des applications de notre travail est principalement orientée
vers 1'amélioration des techniques de diagnostic chez 1'homme. Méme
si les paramétres deviennent de plus en plus complexes du modéle rongeur
a 1'homme, il est presaue toujours nossible de répondre a une question
précise. Dans le cadre de ce travail, la question posée est:
"1'ecdysone et les ecdystéroides sériques peuvent - ils servir au

diagnostic d'une infestation par helminthe ? ",

Plusieurs dizaines de sérums humains ont &té étudiés mais quatre
seulement ont fait 1'objet d'une étude plus approfondie, d'une part en
raison des volumes de sérum disponible et d'autre part en raison desv
quantités d'ecdystéroides dosées. Ces sérums é&taient toujours accompagnés

des urines correspondantes.
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Ce modéle a permis de mettre en évidence des ecdystéroides
sériques ne correspondant ni d de 1'ecdysone , ni & de la 20 OH
ecdysone (sauf chez un malade ol 1'analyse R.I.A.- H.P.L.C. a
permis de mettre en évidence un pic d'ecdysone). Cette (ou ces)
0lécule(s) ont des comportements en solution tout a fait parti-
-culiers , notamment lTeur affinité pour des solvants apolaires
comme 1'hexane. L'ecdysone et 1a 20 OH.ecdysone n'ayant aucune

affinité pour de tels solvants.

L'analyse combinée R.I.A.- H.P.L.C. ne permet pas de trancher
sur la polarité de ces nouvelles molécules. En effet , le compor-
~-tement de ces ecdystéroides est apolaires lorsqu'on utilise des
colonnes polaires comme les "Diols" et polaires lorsqu'on utilise
des colonnes apolaires comme les "Phényl". L'optimalisation de nos
conditions H.P.L.C. et un meilleur choix des colonnes nous permettrons
peut &tre de lever cette difficulté. De plus, 1eslcoup1es de solvants
utilisés devront vraisemblablement é&tre réévalués pour cette nouvelle
famille de molécules. Ce phénoméne n'est observable que dans les sérums
étudiés, alors que dans les urines tous les ecdystéroides sont
solubles dans Te méthanol, méme en présence d'hexane. De plus, les
ecdystéroides ont été identifiés sur gel de silice comme &tant un

mélange d'ecdystéroides dont 1'ecdysone.

Vraisemblablement, le sérum de malades infestés véhicule des
métabolites de 1'ecdysone ou de 1a 20 OH.ecdysone alors aque les urines

contiennent essentiellement de 1'ecdysone.
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Quant aux sujets sains, le dosace effectué sur plus de 150 échantil-
-Tons de sérums n'a jamais révélé plus de 50 femtomoles d'ecdysone

équivalent par ml de sérum.

En conclusion, les ecdystéroides sériaues endogénes semblent bien

étre les révélateurs biologiques d'une infestation par helminthes.
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CONCLUSIONS.

L'ensemble de ces travaux montrent pour la premiére fois

qu'un trématode est capable de synthétiser ses propres hormones.

Ces molécules parasitaires, analysées par 1' H.P.L.C. et le R.I.A,
semblent analogues aux hormones d'insectes impliquées soit dans
leurs processus morphogénétiques (mue larvaire, mue larvo-pupale,
. mue pupo-imaginale) soit dans leurs processus de différenciation
céllulaire (ovogénése, développement de 1'oocyte): 1'ecdysone et

la 20 OH. ecdysone.

La production hormonale par Schistosoma mansoni est détectée a
deux périodes critiques de son développement :

- A J11 , période de transition entre la forme juvénile et
les vers adultes , caractérisée par de brusques variations
des paramétres physiologiques et biologiques du parasite.

- A J40 , période de 1a maturation du systéme reproducteur
femelle, caractérisée par la ponte des oeufs . A ce stade
du dévéloppement parasitaire, les quantités hormonales
varient avec le sexe du Schistosome et sa localisation
anatomique chez 1'héte infesté. En particulier, la balance
entre les formes ecdysone et 20 OH ecdysone est inversée
lorsque le parasite passe d'un site quelconque de 1'orga-
-nisme vers son lieu physiologique de ponte : Le mésentére

riche en sérotonine.
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Le rbdle des ecdystéroides chez les insectes est 1ié & la
stimulation des synthése protéiques intéressées dans les
phénoméne morphologiques (mues) ou de différenciation cellulai-
-re.
Par analogie, les hormones parasitaires pourraient jouer un
role biologique a trois niveaux :
- Au niveau du développement de la forme juvénile, permettant
ainsi le passage vers la forme adulte différenciée et séxuée.-
- Au niveau de la stimulation de 1a vitellogénése du systéme :
reproducteur femelle, ol interviendraient trés vraisembla-
-blement des facteurs d'origine mdle.
- Au niveau de la stimulation de la mélanine de 1'ceuf avec
1'intervention de 1a L.DOPA DECARBOXYLASE et de 1a 5 OH
TRYPTAMINE.

Le modéle biséxué Schistosome n'est pas unique puisque de telles

hormones ont &galement été mise en évidence chez un autre trématode:

Fasciola hépatica. Ce parasite hermaphrodite possede en plus des

deux hormones décrites chez Schistosoma mansoni un écdystéroide

non identifié, en quantité mineure. Ainsi , semble se dessiner

un "tableau hormonal" des trématodes, ol, sous un dénominateur
commun appelé" ecdysteroides", une certaine spécificité apparait
soit dans des formes particulieres d'ecdystéroides, soit dans

Te rapport das formes ecdysone et 20 OH. ecdysone.
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De telles molécules sont synthétisées et excrétées par le
parasite dans le milieu biologique environnant et en particulier,
dans le plasma ou 1'urine de 1'hdte infesté.

Ces écdystéroides sériques endogénes (E.S.E) sont détectables dés
le 6 8me jour aprés 1'infestation, aussi bien chez des animaux
permissifs que non permissifs, de plus ces molécules sont de
polarité trés différente de 1'ecdysone ou de 1a 20 OH ecdysone.
Nous pensons actuellement que ces produits de dégradation des
écdystéroides d'invertébrés sont trés prometteurs dans le cadre
des études des interactions du couple hdote-parasite.

En effet, si la disparition d'écdystéroides sériques endogénes
chez le rat est en parfait accord avec le modéle expérimental
d'infection abortive, i1 sera trés important de vérifier si la
présence d'écdystéroides sériques peut dysréguler les mécanismes
immunitaires de cet animal non permissif.

Dans 1'attente d'une telle vérification, nous pouvons avancer

sans trop d'erreurs que la détection des écdystéroides sériques
endogénes s'avére étre, dans 1'immédiat,trés utile a4 1' améliora-
-tion des techniques de diagnostic de maladies parasitaires.

En effet, ces molécules biologiquessemblent &tre de bons marqueurs
de Ta charge parasitaire, méme en absence d'ceufsdans les selles,
élément 1indispensable 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
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défini par cing grands objectifs :

—
]

R81le de ces ecdystéroides chez le parasite Schistosoma

mansoni.

2 - La poursuite de notre recherche fondamentale sur des bases
moléculaires des voies métaboliques propres aux stéroides
de Schistosoma mansond.

3 - L'étude des composés pouvant interférer avec ce métabolisme
et provoquer la mort du parasite.

4 - L'étude de 1'interférence des hormones parasitaires au niveau
de 1'hdte définitif, tant sur le plan immunologique que sur
le plan endocrinien,

5 - La mise en évidence de marqueurs biochimiques spécifiques

de la parasitose pour un diagnostic précoce.
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INFORMATIQUE.

L'ornganighamme de ce programme est inspiné de celud du
centre d'immunofogie de MARSEILLE - LUMINY néalisé pan
M.L. DE REGGI sur un micro-ordinateur HEWLET PACKARD HP 9825 A

(schéma 2).

Le programme , etablit en Language basic fonztionne actuel-
Lement sur un micro-ordinateur WANG 2200 S.
1L permet :
- de géren La courbe d'étalonnage de L'éedysone .
- de calewlen automatiquement Les B/T de dix
dialyseurns a parntin d'un ruban perforni obtenu
par un compieuwr de radioactivite 'gamma'.
- de calewlen Les quantitis hormonales contenues dans
un echantillon bioLogique par higression Lindaire

de La counbe étalon.

< 89 «
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INITIALISATION DES PROGRAMMES . (Lignes 5 a 55 ).

Les Lignes 5 et 10 garndent dans La memoire active de £'ordinateur
un 2space nésenvés aux difgérentes variables du programme.
L'attrnibution des variables utilisies est Le suivant :
A8 : nom du programme appele par L'opérateunr.
T3(10): titre du dialyseurn compie.
P$(10): variable expérimentale concernant Le poids , La dlution
de 2'échantillon biologique.
T1$ : comptage Lu sur Le ruban perfore.
X18 : n@ponse de L'opérateur (oud ou non) & une question posee
par L'orndinateunr.
M8 : permet Le changement ou La Lecture de La courbe de négérence.
HZ(20): varniable expénrimentale
D8(30): date d'incubation des dialyseurns.
GS : perumet L'Anscrndiption du signe " " ou " " dans Les resultats.
U(20) : nombre de coups dans La fraction Libre.
T(20) : nombre de coups dans La graction Lige.
R(155): matnice d une Ligne et a 155 colonnes pour La courbe
d'etalonnage et Les B/T.
P(3,20): matrice a 3 Lignes et 20 colonnes néservée a L'identigication

d'une chambre de dialyseuwr.

Aucun code n'est nequds pour L'appel d'un programme . En cas
d'incompréhension de La part de L'orndinateur , Le nom des

programmes disponibles serna affiche (Ligne 40).
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INITTALISATION DES PROGRAMMES .

5 COM 4%30,TH{10)52,P$(10)10, TIH56,X1%, M, 0%, X5, HE(20),DH(30) , 0%
(20),LH{20) , T(20),64(5),A{25) ,R{155),P(3,20),Q{20), O

10 COM T3I%64,TH64

15 PRINT HEX{O30A0A0A03030309) 1 INPUT "NOWM DU PROGRAMME" , A% PRINT
HEX{03)

20 IF POS{A®="L") >= 3 THEMN 365

25 IF POS{AS="F") =1 THEM 235

30 C=1:IF POS{AB="0") = { THEN &0

35 PRINT "ERREUR ¢ ! tngw " "PROGRAMME  ";A%3" INEXISTANT"
IPRINT HEX(O&)

40 PRINT TAB(15);"Programmes possibles”iPRINT HEX{0AOA&), "ECDYSON
E REFERENCE ";TAB{(30);"cu”;TAB(40); "ECD REF”

45 PRINT "ECDYSONE BO";TAB{30);"ou”;TAB(40) 3 "ECD BO":PRINT "ECDY
SONE MANUEL " ; TAB(30); "ou” s TAB(40) 3 "ECD MaML”

50 PRINT "JH REFERENCE”;TAB{30);"cu”;TAB(40)3"IH REF"1PRINT "JIH
BO":PRINT "JH MANUEL" 1 TAB(30); "ou" j TAB(40) ;" JH MANL" 1 PRINT HEX{D
A)

55 INPUT " 0 . K ",X1%:60TD 15
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DIALYSEURS EN B° . ( Lignes 60 a 230 ).

Cette partie de programme sert a caleculer Les B/T pour chaque
couple de chambre d'un dialyseur.

Dans Le cas oa Les comptages sont inthodults parn L'intermédiaire
du ruban pernforé "INTERTECHNIQUE" , Le trhaitement des dialyseuns

(fusqu'a concurence de 10) se fera sans intervention de L'opérateun.

Les nésultats obtenus permettront de vénigiern Le bon état des

membranes apris L'incubation d'eéchantillon biologique.

La vaniable "H" (Ligne 85 , 90 , 100 , 105) ne peut prendre que

Les valeurns '0' ou 17
-Pour H=0 , Le comptage est attribui au nombre de coups totaux
Libre + £iE : T(J),

-Pour H=1 , au nombre de coups Libres : U(J).

La variable H est appeliée dans ce cas un 'flag'.

Les Lignes 135 a 190 permettent L'impression des résultats sous
gorme de tableau.

Les Zignes 200 & 230 permettent :

- 404t de recommencen un cycle de calouls.

- 404t Le branchement a un autre proghamme.

- 404t La 4in de L'interrogation .
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CALCULS DES B/T . DIALYSEURS EN B’

20 REM DIALYSEUR EM BO
85 INPUT "f&vec ruban (1) 4 sans ruban {(2Y",Vi0M VWV GOTC 70,115

TO OIMPUT "Temps 4o mesure "LTIZIMNPUT "Nbr de dislyseurs o
"LC1LFOR Ca2=1 TO CI1IPRINT "Dialysedr No "2, INPUT » -3
Titre P THRIC2) INEXT €2
Th INPUT "Neture du cpde ¢ FE- (1) 5 78R 42) & " BIINPUT "Inc
ubastion du i I

20 FOR C2=1 TO C1

25 FOR J=1 7O 1D I H=0
20 IF B=2 THEM 100:C05UR 2IDATS LOAD BT {M=ho,L=FF)/QIB8, Ti%IFRIN
T HEX{OH0A) , TIHI K MN=2BI M, A=BI00TUR "4 IF H=1 ThHEMN 110

35 GOTO 105
100 GOBUB Y TIPRINT HEX{O104040404040A0A0M0A0A0L04) IK  N=2E 1 M A=

2 & GO5UB ‘4 @ IF H=1 THEN 110

105 CONVERT STRATIH,K,BY TO T{I)iH=1:iG0T0C 230

110 CONVERT STRITIS,K.8) TO LI IiNEXT JIGOTH 140

135 € = $+1 : SELECT PRINT O0b: FOR I =1 THO 10

120 PRINT I ZINPUT "Coups Ta',TiI1¥Z INPUT "Libre",i0¢1)

125 MEXT I

130 C2=1IINPUT "Titre",TH{C2): IMNPUT "Date”, D%

125 Go5LR g

160 SELECT PRINT 215(B0)

145 PRINT TAB(2R); IPRIMT HEX{ODOAMDE) " DIALYSELR "33
TR{A®, 1,223" EN BO": PRINT " *

150 PRINT "Dial. ";TH(C2IIPRINT "Incubation du & "iD%I PRINT " "
155 FOR I=1 TGO 72 STEP SiPRINT TA8 25" 3" i InNEXT 1

160 PRINT HEX{OAYIPRINTUSING 1sDh

165%E B+F F i BT

170 PRINT HEX{O&): J=% : FOR J=1 TG 10 BTEP 2

175 PRINTUSING 180, T{I) I, T{I )+ I LAT(I) LTI I/ TET 2 TETHL ), U
(e IR e el O R e L ORI A e ity RIS s Es s s

1 B0 X R R L R

185 NEXT X

180 FOR I=1 TO 73 STEFP 2iPRINT TABLI ;"2 L iHEXT X

195 PRINT HEX{DADADADADADA) IGELECT PRINT CO5{(04)

200 IF £1 =0 THEM 210

20SBELECT PRINT O0S(64):NEXT C2:6070 220

210 PRINT "Dialyseur "3C3" "3:INPUT " »,X%: IF POS(X$="N") <30 T
HEN 220

215 IF V=1 THEN 85 : IF =2 THEN 115

220 INPUT "CHANGEMENT DE PROCRAMME”,X1%: IF POS(Xi%="N") <30 THE

i axc o
205 GO0 15 <32£)

=230 5TOP IREWIND

[
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GESTION DE LA COURBE D'ETALONNAGE (Lignes 235 a 360).

La cournbe d'étalonnage est découple en douze segments egaux , de
107" a 1077 u.

Sur chaque segment nous consdidérons qu'une variation du B/T est
proportionnelle @ un accrolssement de La concentration.

A chaque boxne de ces segments correspond done un B/T qud est alonrs
mise dans une matrice (1,1) : R() (Ligne 310).

La courbe de né4érence de L'écdysone est ensuite enregistrhie sur

K7 sous Le Label "REF" (Ligne 350).
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GESTION DE LA COURBE ©D'ETALONNAGE .

235 REM GESTION DE L& COURBE D/ETALONMAGE

240 REM Courbe ‘ECDYSONE ’ et ‘HORMONES JUWEMNILESY

245 INFUT "Lecture de la courbef{bl}]chargement{C) ",.M$

250 IF STR{AS,1,1)="J" THEMN 275

255 IF Ma="L" THEN 265

260 IF ME="C" THEN 305

265 PRIMT HEX{QO30A08) ;TARB{IG);"Je charge la courbe de reference”
SPRINT TAB(25);"De lecdysone”:DaTH LOAD "REF": DATS LOAD R{):BA
CHEPACE 1IF

270 GOTO 280

275 IF Ms="C" THEM 305 PRINT HEX{0304A04040A04) ;TAB{(14Y:"Je cha
rge la courbe de reference”!PRINT TAB{(22):"De l’'horm. Juvenile':
DaTA LOAD "J.H."iDATS LOAD R{)IBACKSRACE 2F

220 GOBUR "2IPRINT HEX{(D3),"Courbe de reference du prog. ":ABIPR
INT HEX{OA0M)IFOR F=13 TO 25

2R5 PRIMTUSING 2D0,R{F)F

oS30y * % & Vial eur=iEek #* % Poirrt=44 H* W

=226 NEXT F

300 SELECT PRINT O05(84:1G0T7T0C 220

305 FOR F=13 TO 25 ¢ PRINT F-i2:"eme Peint de la courbe "5 : INPU
T " "."c’

310 RIFI=H

A5 NEXT F

320 SELECT PRINT 005{(64)

325 FOR F=13 TO 25 PRINTUSING 330,F~-12,R{F),F

330X Hpeme POINT COURBE * % VAL EUR=®#8H % % Abseisse=id E

H35 NEXT F

340 INPUT "CONFIRMAOTION" (C%: IF H=2 THEN 405

345 IF POB(CH="MN") < O THEN 205

350 IF STRAS, 1,1)="J" THEN 3R5:DATA RESAVE DORPEM "REF":DATS RESA
VE R{IDATA BaVE END IBACHERACE 1F:1GOTD 360

355 DATA REDAVE OPEM "J.H.":iDATSH RESAVE ROYIDATA SAVE END BASCHKD
PAHCE 2F

360 SELECT PRINT O05{(64):607T0 220



CALCULS DE LA QUANTITE D'HORMONE (Lignes 365 a 1210).

Apnes rechenrche sur La K7 et chargement en mémoire centrale de La
courbe de néférence (Ligne 380) , Les comptages peuvent etre intho-
dult 804t manuellement (Ligne 410 a 440) , soit automatiquement &
partin du auban pergore (Lignes 620 a #15).

- Poun Le proghamme en manuel :
Le caleul du B/T est alons effectué (Ligne 425 ), puis Les dif4e-
nentes données expérimentales sont introduites ( Lignes 445 a 465).
Le sous programme 5 est nechenché . 1L correspond & La régression
Lingaire de £a counbe de néférence (Lignes 965 a 1040) ainsi
qu'a L'impression des nisultats (Lignes 1060 a 1140).
Apres L'affichage des ndsultats , un nouveau cycle de caleuls
peut etrhe fait (Lignes 475 a 485) ou bien on peut changer

de programme (Lignes 495 a 500).

- Poun Le proghamme en automatique :
Le sous programme 4 est appele (Ligne 635) apres avoirn Lu Les
donnges sun Le huban (Ligne 630).
Ce sous programme 4 permet de détecter un code binairne ASCII I1I.B.M
Ancompatible avec Le Language 'WANG' et de Le transformer en code
binaine ASCIT compatible (Lignes 915 a 960).
Le caleul du B/T est ensuite effectus (Ligne 710) avant L'appel

du programme de regression Lindaire (Ligne 725).

g e
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CALCULS DE LA QUANTITE D'HORMONE

365 REM CALCULS DE L& Ote D’HORMONE

370 IF STR(A$,1,10="E" THEN 380:IF R(15) <30 THEN 400

375 DATA LOAD "J.H.":DATA LDAD R{):BACKSPACE 2F:GOTO 400

380 IF R{15) <> O THEN 400:DATA LOAD "REF":DATA LDAD R{):BACKSP
ACE 1F

385 GOTO 400

390 GOSUB ‘2:PRINT HEX(03),"COURBE DU PROG. ";4%:FOR F=13 TO 26:
PRINT R{F)3INEXT F

395 INPUT "CONFIRMATION,CS

400 H=2: IF POS{CH="N")3>=1 THEN 305

405 SELECT PRINT 005(64):J1=1:PRINT HEX({O30A0A0ADA) ;TAB(22): "Pru
aramme e ABIPRINT HEX{DAD&) I INPUT "Avec rubanm (1) ou SANS
ruban (2)",Y: ON ¥ GOTD 510,910

410 FOR L=1 TO 10

515 PRINT L3 :INPUT “"Coups Ta",T(L):ZINPUT "Libre”, UiL)

420 IF T{L)=0 THEN 435

425 R{L)I=1000%(T(L)>-LU{LIIAT{L)

430 GOTD 440

435 R(L)=0

440 NEXT L

445 INPUT "REPLICATE",G:INPUT "Titre”,T$(J1):INPUT "Incubation d

H80 HHE(1)="2, 503" HH{2) HE{3)="1,00%"

4085 H=11L=11P%{J1)="HDMOGENAT" :GOBUR ‘1

H00 K=2iL=11PS{T1)="DILUTICN" 1GO5UR 1

465 H=3:1L=1:PF6{J1)="POIDG" 14005UE “1:FRINT HEX{0304060404) IFRINT
THB{20X; " IE CatCULE"

H70 LGOBUB 'S5

475 SELECT PRINT COSIPRINT HEX{(OAOA0AYIPRINT "Dialyseur" jHi"?"11
NPUT * ", X%

L0 M=+l

485 IF POS{(XH="MN"1) <> O THEM 435

430 GOTO 410

435 INPUT "Veoulez vous changer de programme” X156

500 IF POS{(X1%="0") (=1 THEMN 15

505 3TOR "FIN"IEND



510
S5
520
b2t
530
8535
540
545
550
INTH(
585

LECTURE DU RUBAN PERFORE .

REM PROGRAMME LECTURE DU RUBA&N
INPUT "Avez vous allume le lecteur”,Xi®%

IF POS{Xi%="N")>=1 THEN 515

IMNFPUT "Mo DE GROUPE "L Gi02=0
INPUT "Moo du PREMIER COMPTAGE g
INPUT "No DU DERMIER COMRTAGE e
INPUT "Temps de mesure en minutes AR
INPUT "Mature du code =@ ‘FF7 $1) ou ‘807 {(2)

P1=20-100%(C1-INT{C1)) : PE=100%{C2-INT(C2)) :
C1))-1)#19
P = (PL+P2+R3) / 2

=

3

i

H

3

«B
{IMTIC2) -

560 PRINT HEX{OZ)IPRINT TaB{i5);"Lecture de ruban avec le code
"IBIPRINT HEX{OA0M) , TAB(20)"de [";TARB{(IS);CIIPRINT TAB(2D):1"A
TAB(35)1C2IPRINT HEX{(OA),"Comptage des tubes suar 1"1TAR(35);

= -
a

2

Tig"
565
2HP )
570

575
580
585
530
535
200
a05
210
615
a0
&a25
30

ELECT PRINT QOSIPRINT Ti%IPRINT HEX{O010404040A0A040A0

&35
840
230
245
850
=5h
280
eeh
870
875
&80
635
&30
95
TOO
705
- 710
7315
720

725
730
735

mirt. "
PRINT HEX{OA),"Nbr total de tubes & compter @

"3 TAB{

53]

5) 3 INT{

PRINT HEX{(OA) I INPUT "CONFIRMATION ", X1%: IF POS{Xid="M") <>
o THEM 530

PRINT HEX{O3)

SELECT PRINT QOB{64):I INPUT "Replicate”,G: INPUT "Date”,.D%

HE(L)="2.50%" [ HHE{(2) ,HE{I)="1,.00%"; 1=
INPUT "Titre", ,TH(J1)
K=1IL=1iP%{J1)="HOMDGENAT" 1 GOGLE ‘1
K=2iL=1:P{J1="DILUTION" :G0BUB ‘1

K=3:1L =1I1P%{J1 ="PRID3":608UB 1

IMNPUT "Confirmation”  X1%:IF POS{X1%="N" =1 THEM 5230
J=0 & IF P = O THEM 1145

FOR J=1 TO 10

H=0

508
\ LILLE

IF B=2 THEN 1150:60GUB “3I DATS LOAD BTIN=56,L=FF)/GIB, Ti%:5

K. N=4 1pM,A=2:G0SUB ‘4
CONVERT STR{T1%,K.,M) TO O : IF O <C1 THEN 630:

H,N=15 : M.A = 8 :GOSUB ‘4
CONVERT STRITI$,K,M TO T:IF T <> Ti THEN 630
K,N=24 2 M,A=11 :1G0SUB ‘91 IF H=1 THEN 675
CONVERT STRIT1%,K.M) TO T{(J):H=H+1
IF T{J)=0 THEN &35
IF H=1THEN 630
COMVERT STR{T1%,26,11) TO WD
IF L(J)=0 THEN &35
NEXT J
GOTD 700
R{IY=DINEXT J
IF J=10 THEN 710
GOTO 630
FOR J=1 TD 10 : R{II=1D00¥{TL{I)-L{TII/TLI)
NEXT J
J1=1:PRINT "S5TOP
JE. CALCULE"
GOSUB ‘S
IF O +.01= C2 THEM 1145
P = P-10:G0TO 580

G 4
EY

=
r

O 00 )

0 G2 THEM



T4H0
T65
750
755
70
Tah
T70
s
FB0
785
T
795
200
205
2810
215
820
2825
330
235
24D
2465
850
2855
2es
865
870
875
280
285
z22%0
28395
300
205
310
245
2¢O
25
230
D
240
345
350
D5
260

SO0US PROGRAMMES .

REM GESTION DES CONTANTES

DEFFN’ 1

PRINT PH{J1)3"="1HS(K);" 2" 1 INPUT » ", H${K)

IF HE(K)="#" THEN B10

IF POS(HS(K)="#") <30 THEN 735

FOR J=L TD L+G-1

CONVERT STRIHS(K) . 1, MUMIHE(K) ) TD P(K, D)

NEXT J

L=l +G

IF L<= § THEN 7S0:IF L=11 THEN BiD

GOTO 750

FOR J=L TD 1D

CONVERT STRIHS(K) 1 NUMIHSE(K) ) TO P(K, D)

NEXT J

RETLRM

REM CHOIX DE L’ IMPRIMANTE

DEFFN’ 22 INPUT "No D’ 4DRESSE DE L’ IMPRIMANTE" K
IF K=211 THEN 240

IF K=215 THEN 245

IF K < 200 THEN 850

SELECT PRINT 211(20):6070 8
SELECT PRINT 215(80):6070 B
SELECT PRINT 005({64)

RETURN

REM POSITIONNEMENT DU RUBAN
DEFFN’ 3

IF STR(T1%,1,1)=HEX{(FF) THEM B35
DATA LOAD BTR{N=5)/618,Ti%

IF STR{Ti%,1, 1)=HEX{FF) THEM B9&
DATA LOAD BT(MN=1,5=FF)/618,T1%

IF STR{T1%,1,1) <HEX(FF) THEN B85
DATA LOAD BT(N=1,5=FF)/618,Ti%

IF STR(T1%,1,1)=HEX{FF) THENM B35
DATA LOAD BTR(N=1)/618,Tis

RETURM

REM CONVERTION ASCII

DEFFN’ 4

FOR B=K TO (K+M)

IF STR{T1%,N, 1)=HEX{2E)THEN 350

IF NUM{STRI{TIS, N, ) >=4 THEM 255
IF NUM{STR(T1%,M, 1)) >=1 THEN B350
ADDC{STR{Ti%,N, 1),80)

f=d—1 1 N=N+

NEXT 5

RETURM

55
55

- 100 -



- 101 -

REGRESSION LINEAIRE ET IMPRESSION DES RESULTATS.

2E5 DEFEN G

D70 FOR D=J1 TO Ji+9 : GH{DY=" "INEXT D

97 FOR D=J1 7O J1+9

275 F=25

2980 IF R(D) < R{(25) THEN 1025

285 IF R{D) >= R{(F) THEN 1030

90 F=F-1

a5 TR E S H THERNE SRS

1000 E= R{13): GHR(DI=""

1005 E={{{R{F-1)-E)Y/{(R{(F-1)-R{F))+F-14)¥#0,3)+{~10.3)
1010 G(D)={1.1*P{(1,DI*P{2,DIFIOM{E+R) ) /P(3, D)

1015 MEXT D

1020 COTO 1045

1025 E=R{a25): GH{D)="3" I GOTO 1005

1030 IF R{(D) <= RiF-1) THEN 1040

1035 G070 990

1040 E=R(D) : GOTO 1005

1045 IF STR{AS,1,1)="J" THEN 1085IIF POS(AH="I") >0 THEN 1050
1050 T3%="E D Y 5 O N E ":GOTO 1060

1065 T3%="H OR MO NE 5 St E R NS NG

1060 SELECT PRINT 215(30YIPRINT TAB(2D)jHEX{ODOADE ) ,T3%: PRINT H
EX {04

1085 PRINT "Dial. "i;TH{(I1YIPRINT "Incubation du @ ";D%;TAB{45);

Rip sHEOYe - g aRECRYPRINT Y ¢

1070 GOTD 1075

1075 FOR I=1 TO 79 STEP 2:PRINT TAB(I);"#"::iNEXT
1080 PRINT HEX{(OH)1PRINTUSING 1085

10B5XB+F F T Hgt d4il. Poids BT

pcE . Moy

1090 PRINT HEX{(O&):IF G=1 THEM 1115

1095 PRINT HEX(O&): FOR D=1 TGO 10 STER 2

1100 PRINTUSING 1105, T(D),U{D), (TIDY+HD) ), PL1, D), P{2, D), P{3,D)
RI{DY /1000, QD) 6H{DY " *,TI{D+1), LD +1341T(u+1)+“iD+1>3 P{1, Q+1>
P{2,D+1),P{3,D+1) ,RID+1)/1000,0(D+1},6%(D+1), (B{D)+Q(D+1))/2
LIOSEH#HE  HHHE B BHUHE BHEHLEHE B oL R B
B B BB, $8

1110 GOTO 1125

1115 FOR D=1 TO 10: PRINTUSING 1120, T(D),U{D),. TI(DY+LHD) ,P{1,D),F
(2,D),P{3,0),R{D)/1000,G(D),0%{(D)

L120XHHHE BN BB SHOHE BB BB HE b BRSNS
LB #

1125 PRINT HEX(O&):INEXT D

1130 FOR I=1 TO 72 STEP ZIPRINT TAB(I);"*"3IN
1135 PRINT HEX({OADAOADAH0A) I SELECT PRINT 005{64
1140 RETURN

1145 GOTO 495

1150 GOSUB *7:60T0D 635

1155 DEFFN’7

1160 IF BTR(T1%,1,1)=HEX{8D) THEN 1185

1165 DATA LOAD BTR (M=D3)/618,7T

1170 IF STR{Ti%,1, 1)=HEX{8D) THF¢ 1185

1175 DATA LOSD BT(N=1,5=8D)/618,Ti% pgﬁi
1180 IF STRITi®, 1,1 <> HEX{BD) THEN 1175 N
1185 DATA LOAD BT(N=1,5=80)/618,Ti®

1190 IF STR{Ti%,1,1) = HEX{(3D) THEN 1135

1195 DATA LDAD BTR (N=1)/613,Tis

1200 DATA LOAD BT(N=56,L=80)/618, Ti$:15ELECT PRINT DOSIPRINT HEX({
01 0ACADADAOADADADADADA0ADS)  T15

1205 RETURN

1210 END

b~
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