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Notre t r a v a i l  a v a i t  pour b u t  1 a product ion d ' a n t i c o r p s  monoclonaux 

ant3  -S. mansoni e t  1 ' eudg de  1 eum.  a c t i  vi  tés biol  ogiques  t a n t  i n  v i  ta 

qu ' i R vi VU. WBUS avons pour ce1 a e n v i s a p l  s u c a s s i v e m c n t  deux systèmes 
Y 

de fusion- ce l lu la i i . e ,  l ' u n  hé té ro logue  u t i l i s a n t  des c e l l u l e s  myelomateuses 

de s o u r i s  Bzlb/C e t ' a e s  c e l l u l e s  s p l e n i q u e s  de r a t  F i s c h e r  i n f e c t é  p a r  

S. mansoni, l ' a u t r e  homologue conduisant  l a  format ion d 'hybr ides  i s s u e s  

de l a  fus ion  de c e l l u l e s  myélomateuses de rat  LOU e t  de c e l l u l e s  sp lén iques  

de rat LOU i n f e c t 6  p a r  S. mansoni ou imrunise  p a r  une f r s c t i o n  semi-pur i f i êe  

de g lycupro t&ine  i s o l é e  du p a r a s i t e  a d u l t e .  

Le système d ' h y b r i d a t j o n  h e t é m l o g u e  nous a permis d ' i s o l e r  91 popü- 

1 a t i o n s  ce1 1 ul a i  res hybrides p m d u c t r i r e s  d ' an t f  corps a n t i  - S .  mansoni 

décel ab1 es. p a r  1 a techn i  que d ' immhof l  w r e s c g n c e  i n d i r e c t e .  L ' é t u d e  des 

surnageants  de culture de ces hybrides h é e r o l  ogues dans les systems de 

c y t c b x i c i S  en o e s e n c e  de wmpl &nit ou d ' éosinoghi les a condui t  à 

1 ' i d e n t i f i c a t i o n  ae 17 surnagean t s  i n d u i s a n t  vi s-a-vi s du schis tosonai le  

une c y t o t g x i  ci t é  dependante de 1 ' b s  i nophi 1 e cornparab1 e à . ce1 1 e décri te 

pour les s B m m  d'animaux i n f e c t &  par S. manstsni e t  de 8 surnageants  

mani f e s t a n t  une as%i v i t é  1 e tha1  e si g n i f i  cati ve en présence de compl4ment. 

L ' é tude  p l u  p a r t 4 c u l i 6 m  d'un c lona c z l I u 7 a i r e  p m d u ç t g u r  d 'anticearps a n t i -  

S. mansoni a pemi s 1 a mise -en é v i d e n e  d ' un . m k a n i s m  p a r t i  cul  ier de cyto- 

t o x i c i t é  f a i s a n t  i n t e s v e n i r  le ceinplèment e t  un a n t i c o r p s  de c l a s s e  IgM 

d o t é  d '  a u t r e  p a r t  d ' une a c t i  v i t e  p r o t e c t r i c e  vi s-a-vi s de 1 ' i n f e c t i o n  par  

-S. mansoni . 



Dans 1 e s y s t h e  ' hybri dation homol ogu e, deux cl ones ce1 1 u- 

la i res  hybrides ont été particul ierement étudiés. 11 s ' ag i t  d ' u n  clone 

ce l lu la i re  s e c e t a n t  un anticorps monoclonal de classe IgG2a e t  d ' u n  clone 

ce1 1 ulai re hybride synthétisant un anti corps monoclonal de cl asse IgG2c. 

b ' g a d e  des pmpri b i  01 ogi que5 de 1 ' an ticarps monocl onal de cl asse 

1 gG2a a révgle une act i  v i  t é  cytotoxique dépendante d ' bsinophi 1 es simi 1 a i  re 

à ce1 1 e decri t e  pour les  anticorps présents dans l e  sérum des rats  infectés 

depuis 4 semaines par S.  mansoni. Cet anticorps monoclonal de classe IgG2a 

permet, d l  autre part, 1 ' i nduction d 'un  degré de resi  stance siigni f i  cati f 

v i  s-à-vi s de 1 ' infection expérimental e du r a t  par S.  mansoni . L ' anticorps 

de classe IgG2c exprime une ac t iv i t é  inhibi t r ice  à 1 'encontre de la cyto- 

taxi ci té dépendante d ' éosinophi les  portée par 1 ' anti  corps mnocl onal de 

cl asse 1 g62a. 

b ' abondanee du matéri el monoclonal proaui t e t  son extrême 

spécif ic i te  vi s4-vi  s de S. mansoni a permis une approche de 1 a réel l e  

si gnifi ca t i  on b i  ologi que des e c a n  ismes effecteurs décrits i n  v i  t ~ o  

dans 1 'etab1 i ssernent de 1 'immuni tg vis&-vi s de 1 a schi stosorniase 

expérimentale du ra t .  

anti eorps monoclonaux ; ce1 1 u1 es myél ornateuses, (souris Bal b/c, r a t  LOU ) , 

cytotoxi ci t é ,  Bosi nophi l e  , hybri dati on ce1 1 ul ai re , imuni t é ,  1 ymptmcytes 8,  

Schi stosma mansoni , t ransfer t  passif d ' anticorps. 
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I N T R O D U C T I O N  



La schi stosomi ase humaine essentiel 1 ement induite par tmis espèces 

de vers trématodes du groupe des schi stosomes : s t o ~  mansonj , Schi s a -  

haematobi u m e t  Schi stosoma .ia~oni cum, pose au ni veau mondial un grave 

probleine de santé. 200 à 300 millions d'hommes sont infect& par ce parasite. 

Cette infection, corne toutes 1 es ma1 adi es parasitaires , prend une connotation 

sociale e t  économique dans 1 es pays oQ el 1 e sevit car el l e  constitue une en- 

trave au dgvel oppemant, La schistosomiase es t  connue en Egypte depuis p e s  de 

4000 ans mais paradoxal entent au XXhe siècl e, 1 es bouleversements écologiques 

imposés par 1 a société i ndustri el 1 e (barrages, i rri gation) favori sent 1 a 

dissémination des vecteurs de ces maladies. Aussi, récemment, 1 'O.M.S. 

(Organisation Mondi al e d e  1 a Santé) a mis 1 ' accent sur 1 a. nècessi t e  du deve- 

lappement des méthodes de prophylaxie e t  d'imnotherapie, La mise en oeuvre 

d ' u n  tel programnie neessi te  dans un premier temps le  développement des connais- 

sances des mécarri srnes de 1 ' infection parasitaire, c m e  ce1 1 e des paramètres 

imaunologiques conduisant à 1 ' etab1 issement de 1 ' immuni te. O u t r e  1 ' aspect 

imnoprophyl actique, 1 ' étude immunologique des infections parasi taires se 

justifie d'un point de vue beaucoup pl  us fondamental . 

Les vers adul tes de; S. mansong v i  vmt dans 1 es vei nes mesentéri que s de 

1 ' hote d é f i n i  t i f  (home ou animaux de 1 aboratoi re) . Les femel 1 es pondent des 

oeufs qui  traversent 1 a barriere i ntesti na1 e e t  sont el ini nes par 1 es sel 1 es. 

Au contact de 1 '  eau, 1 es oeufs 1 i bèrent une 1 awe ci 1 i ée, 1 e m i  racidium, qui 

infecte 1 ' kbte inte&dj ai re, 1 e pl  anorbe. Le m i  raci d i  uni se devel oppe dans 

1 ' hate intermgdiai re e t  donne naissance aux sporocystes q u i  par mu1 ti p l  ications 

asexuées, conduisent à 1 ' émission dans le m i  1 i eu aquatique de furtocercai res, 

f"pmes infestantes pour l 'homme.  L'infection cercarienne se f a i t  par pQnétra- 

t i o n  active, transcutanée. A ce stade, l a  cercaire se transforme en scbistoso- 

mule qui, par le courant sanguin, migre dans le  poumon puis dans les veines 

mésentériques de l 'hote définitif.  Les phases de migrat ion s'accompagnent de 

l a  maturation des parasites. 30 jours apres 1 a pêndtration cercarTenne, l a  ponte 



des oeufs dêbute, refermant ainsi 1 e cycl e parasi taire (.figure 1) . 
contra1 rwnt  aux observations eff ec.tuées dans 1 ' infection v i  ral e ou 

bactérienne, 1 ' immunité a 1 a schi stosomi ase est longue à s ' instaurer e t  n ' i n d u i t  

pas une el i m i  nation total e de la population parasi taire de primo-infection. 

Cette immunité s'exerce par contre au niveau des stades larvaires, in t rodu i t s  

chez 1 ' h6te 1 ors d'.une infection ultérieure. Ce "statu quo" entre l e  parasite 

adul te  e t  1 ' hdte qui permet une 1 ongue sulvi e du parasi te parait paradoxal aux 

données de 1 ' iinmunologi e. Il pose 1 e probl èrne de 1 a to l  érance par 1 ' organi srne 

d ' une quanti t é  considérab1 e d ' an t i  genes bien que 1 ' h6te exprime une pui ssante 

imunitii dirigée contre le stade larvaire. L'étude de la survie parasitaire a 

permis 1 'explication du mécanisme par lequel le schistosome adulte élude la 

repense inunune. Le parasite acquiert tm?s vite dans les quatre premiers j o u r s  

suivant l'infection, des structures mol~culaires voisines, voire même identfques 

8 ce1 1 es de 1 ' hbte parasi t é  ce q u i  1 e protège de 1 ' action des mécani smes immuns, 

1' ?munit& a la schistosomiase se traduit donc en termes d ' i m n i  té a la réin- 

fection dont la cible p r iv i f  egiee est le  schistosomule. 
L' hote 41 abore au cours de 1 ' infection parasitaire d i  vers mécani smes 

de defensè fai sant intervenir des facteurs humoraux e t  ce1 1 u l  ai res agi ssant seul's 

ou en cooperation e t  dont 1 e rd1 e a été cl ai rement etab1 i in vitro mais reste 

hypothétique quant à son expression in v ivo  dans l e  cadre de la réponse immune. - 
La compréhension de tels mécanismes comme l a  definition de leur contribution 

~Éoell e d 1 ' ééabl i ssment d ' une imnuni t é  acquise nécessi t e  des sondes d ' i nvest? - 
gatien de plus en plus fS n e s  e..ta de plus en p l  us sél ectives.Les travaux initiaux 

de K ~ H L E R  e t  MILSEIN ( 1975- 1976) nous o n t  fourni 1 ' opportuni  t e  d ' él~aborer grace 

à la technique de fusion cellulaire un o u t i l  spécifique a 1 'étude des fonctions 

inimunes de certaines populations d'anticorps e t  à leur relation directe avec 

1 ' imni té acquise. 

Nous avons donc dans u n  premier temps par l a  technique de fusion ce1 l u 1  -ire 

produit des anticorps de spécifici t e  restreinte v i  s-d-vi s de Schi stosoma rnansoni , 

puis étudié , dans les systemes biologiques définis in v i t r o  et  in v i v o  leur 

contri b u t i o n  il 1 'expression de 1 ' immunité anti -parasitai re . 



- FIGURE 1 : L i  CYCLE PARASITAIRE DE SCXISTOSOM.4 MANSONI . 
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L I M M U N I T E  D A N S  L A  S C H I S T O S O M I A Ç E  



1. LA MISE EN NIDENCE 

Li i m n 1  # b 1 a scfii stosomi ase se presente sous deux aspects : 

A. L'  i m n i  te naturel 1 e 

E7 1 e t radui t  1 a rési stance de 1 ' hôte a une primo-infection 

paraisi taire e t  s ' exerce au niveau de 1 a penétrati on cercari enne, 

du deve1oppemen.t. e t  de 1 a maturation du parasi t e  (Revu par SMITHERS 

e t  E R R Y ,  1969a', 1976) . 
8. L' immuni te acaui se. 

E l  1 e condui t B 1 ' 61 aborati on d e  popul ai3 ons ce1 1 ulai res 

sens1 bi 1 isees et d '  anticorps diriges contre le  parasi te. Cette imnuni tl5 

à 1 ' encontre de 1 ' i m u n i  té anti -vi ral e ou an ti -bacteri enne, ne 

conduit pas a 1 '61 imi nati on. totale de 1 a population parasf ta i re  de 

Primo-infection, el l e  s'exerce au niveau des formes 1 arvai res de 

réi nfecti on. Ce phénoriPène immunitaire tres parti cul i er a ét& appelé 

SMïTHERS et TERRY (1969b) : Immunité concomitante. 

L'immrnite se traduit donc de f a i t  en termes d ' immuni te  

3 la *infection, par exanple chez l e  singe Rhesus (NAIMARK e t  col1 ., 
1960 ; RïTCHIE. et. a l  1,. , 1966 ; SMITHERS e t  TERRY , 1965a ; SMITHERS, 

19671, chez 1 e ra t  (SMITHERS et TERRY , 19691 ; NAD ISON e t  Co1 7 . , 
1970) e t  cher 1 a souris (SHER e-t a1 7 . , 1974 b )  . 

Parmi ces differents systèmes exp&rimentaux, i 1 faut sou1 i gner 

1 'aspect particul ie r  de 1 a schistosomiase du rat  qui re jet te  sponta- 

nément 1 a population parasitaire qu'i 1 héberge entre 1 a 3éme e t  1 a 

4- semaine d'infection. Ce rejet est  suivie d'une phase d'imnunitg 

à 1 a réinfecti on (CAPRON-DUPONT, 1974) , tandis qu' au niveau serique 

s ' expri men t  diffërents mécani mes effecteurs dirigés contre les 

Tormes 1 arvai res du parasi te. 



I I .  LES MECAN 1 SMES 

A. In vivo 

Les mkani nnes de defensco de 1 ' hbte v i  s4-i  s de S. mansoni 

font i ntarveni r sol t des popul ati ons ce1 1 ul ai res sensi b i  1 i s k s  

(inanuni té d m é d i  a t i  on. ce1 1 ulaire) ,soi t des a n t i  arps spécifi ques 

( imnuni té à médi ati  on humorale) 

1. L ' I m n i  t é  à Mi ati  on ce1 1 ul ai re. 
--<Ii<Ii---IIIIUIIUI------ 

L' i mnrni té a médiation ce1 1 u1 ai re s ' exprime d i  ff eremment en 

fonction d e  1 ' h%t& anside*. De nombreuses &actions témoignent 

de la  participation ce1 1 ulai re dans 1 a dCTfense de 1 ' hbte v i  s-à-vis 

de I ' infecti on parasi tai re . Au n i  veau de 1 ' epi denne, 7 a finetration 

cemirienne i ndui t un af f l  ux de 1 eucocytes pol ynucl éai res e t  

de macruphages ; au niveau pulmonaire chez 1 'animal immun, une 

intense réaction inf7ammatoire se développe autour du scfiistosomule 

(VON LICHTENBERG e t  RITCHILl961). 

Dans le  cas particulier des hates permissifs (hôtes qui 

permettent la  maturation parasi taire e t  1 a ponte des oeufs de srchi s- 

tosome) , 1 ' imuni te a ~Wia t iûn  ce1 1 ul aire se traduit par 1 a formation 

d 'un granuleme p&riovul ai re (consti tu6 essenti el lement ae 1 eucocytes 

polynucleaires e t  de macrophages) causé par 1 a 1 iberation dans les 

ti ssus d '  a n t i  gène d ' oeuf. La raacti on de type granulome a eta  assimil ee 

par WARREN e t  col 1 . (1967) à une manifestation d'hypersensi b i  1 i t é  

retardge transferable 8 un hdte sain par 1 'injection de cellules 

spi éniques ou gang1 ionnaires d i  un  animal i n fec te .  La f o m t i  on du 

granulome est d'autre part inhibee par la  thymectornie ou le traitement 



par les sérums a n t i  -1 ymphocytai res (DOMINGO e t  col 1 . , 1967 ; DOFIINGO 

e t  WARREN, 1968). 

D ' a u t r e s  arguments en faveur  de 1 a p a r t i  ci p a t i  on des mbcani smes 

ce1 lu1  aires dans 1 ' inauunit6 vi s-4-vi s de 1 a schi stosomi ase o n t  été 

apport& par 1 es expGr9 ences de  l x a n s f e r t  de lymphocytes thymodependants 

chez le r a t  (PHILLIPS e t  a l  1 . , 1975) a i  nsi q u e  par 1 es  experi ences  

d ' i nfecti on de rats  thymecbmi sés (CIOU e t  col  1 . , 1976) . 
Il semble donc que  1 'OR puisse impl i q u e r  les populat;anç ce1 1 ul ai  - 

res thymodependantes., dans 1 es mécani smes de def ense de 1 ' hote, bien 

que 1 es lymphocytes T d.' animaux sensi b i  1 i ses n' i ndui sent i n  v i t r o  

aucune cy to tax i  ci té s i  gni f i  cati v e  de type CTL v i  s-b-vi s du stade 

1 a r v a i r e  du sch i  stosome ( B ~ W O R l H  e t  col 1 . , 1979). Il p a r a i t  donc  

e n e r e  d i f f i c i l e  de d é f i n i r  +cis&nent l ' i n c i d e n c e  réelle de l a  

composante ce l1u: laf re  de 1 "lnmunite du f a i t  d e  l'extrême uimplexite 

des paramlitres m i  s en jeu.. i a  p a r t i  cf p a t i  on thymi que p e u t  en effet 

faire in te rven i  r d i  rectement les d i  ve r ses  sous-popul a t i  ons de 1 ympho- 

cy tes  T a i n s i  que d ' a u t r e s  eléments e f f e c t e u r s  de 1 a réponse i m n e  

tels que les ant icr r rps  thymodGpendants de classe Igf ou IgG2a. 

2. L ' i m u n i S  d médiation humovale 
Q & O ~ ~ O B - - * I ~ ~ - - - U - O P . D I B  

Les nombreuses méthodes de detecti on des a n t i  çorps spéci f f ques 

d é c r i t e s  depuis  1958 o n t  penni s 1 a mise en évidence des paramètres 

de l a  r é a c t i o n  humorale (KAGAN, 1958 ; CAPRON e t  col1 . , 1965, 1966, 1969, 

1972 ; SMITHERS e t  TERRY, 1969a) . Pour tant  aucune c o r r é l a t i o n  n ' a pu 

6 t r e  e t a b l i e  e n t r e  le  t aux  d ' a n t i c o r p s  set-iques a t  le  s t a t u t  inmuno- 

logique  de 1 ' h6te i nfec te  (NAIMARK, 1957 ; CAPRON e t  col 1 . , 1967) . 



Par exemple l e  r a t  Sherman est i m u n  des  l a  2&e semaine s u i v a n t  

1 ' i nf ecti on a l  ors que 1 e maximum d ' a n t i c o r p s  sp6ci  f i ques est 

d e t e c t e  a 1 a 12be semai ne (MAODISON e t  col 1 . , 1970) . 

Les exper iences  de  t r a n s f e r t s  p a s s i f s  de 1 ' immunité o n t  

atabli de  façon i n d f s c u t a b l e  le r61e préponderant  des  arstfcorpt; 

dans 1 ' i m n i S  vi s4:vi s de S. mansoni . PEREZ ( 1974) démontre 

que 1 ' a c t i  v i  t8 pmtectri ce du sérum de r a t  i n f e c t é  e s t  p o r t é e  

p a r  l a  f r a c t i o n  G des imunoglobu l ines ,  SHER et col 1. (1975, 1977) 

etab1 i s s e n t  1 a m ê m e  c o r r é l a t i o n  chez  la sour i  S. PHILLIPS e t  col 1 . 
(1977) conf i  m e n t  ces obse rva t ions  cher le v a t  pa r  1 ' i n  j e f t i  on de 

sérum d e  rat i n f e c t ë  depuis  49 jours .  CAPRON e t  c o l l .  (1980) en 

t r a n s f é r a n t  du sérum. de  rat  Fi s c h e r  i n f e s t é ,  pr@al ab'l'ement depl &té 

sé lec t ivement  en a n t i c o r p s  d e  cl asse IgE ou IgG2a suggerent  le rbl  e 

prépondérant  de. ces deux i sotypes  dans 1 'el a b o r a t i o n  de 1 ' imnuni t é  v i s  

a-vi s de S. mansoni . 
Ces obse rva t i  ons s o n t  m n f  o r t é e s  par  1 ' effondrement des 

pa-tres d e  1 ' immunité à 1 a réi n f e c t i  on i ndui t chez 1 e rat F i scher  

dépl été sé lec t ivement  en ce1 1 ul es B product r i  ces d ' antf corps par 

1 ' i n j e c t i o n  néonata le  de  sérum a n t k h a i n e  l o u r d e  des immunoglobulines M 

(BAZIN e t  col 1 , , 1986). 

Les expépienses de t r a n s f e r t  passif  de r4rums i m n s  ou de 

f r a c t i o n s  imnunogl obul i n i q u e s  p u r i f i e e s  saul  i gne  nt c e r t e s  1 a p a r t i  ci paU un 

des f a c t e u r s  humoraux dans 1 ' i m u n i  t é  acqui se, mais ne permettent  pas  

1 ' i d e n t i f i c a t i o n  de l e u r s  mécanismes d ' a c t i o n .  Il est  poss ib le  en 

e f f e t  d '  envisager  1 ' hypotkese d ' une  cooperatiora entre les an t i co rps  

i n j e c t é s  e t  1 es popul a t i  ons ce1 1 ul a i  res imunscompétantes de 1 ' animal 



3 .  R61ed62_antiggcgnphyIG%ges 

L '  6tude pl u s  p r é c i  se de la  p a r t i  ci p a t i o n  des  a n t i c o r p s  dans 

1 ' inmiuni t é  a 1 a rai n f e c t i  on cbez 1 e rat a permis d e  sou1 i gner  1 e - 
r6l e p~6pondGsant  joue p a r  1 es a n t i  cows anaphyl acti q u e s  . En effet, 

ces ant4 corps habi tue1 1 ement  a s s o c i & s  a u n e  fonce ~n n é f a s t e  dans 1 e 

cadre, d e  1 ' anaphyl axi.e se s a n t  r é v é l é s  doues. d ' u n e  fonc t ion  effectri ce 

v i  s-d-vi s de  S. mansoni . 
Bien que '1 ' él é v a t i  on du taux d '  IgE s é r i q u e  au  cour s  de 1 a 

s c h i  stosonri ase a i t  éte un paramet re  connu depu i s  1 es t r a v a u x  de SAOUN 

e t  GORE (1970), CAPRON e t  col 1. ( 1375b) CAPRON e t  Col 7 . ( 1375a) , 

s o n t  1 es premiers  a d ë f i  n i  Y 1 ' a s p e c t  p o s i t i f  de cet te  réponse  humorzi e 

p a r  1 a d 6 a u v e r t e  du rd1 e c y t o t o x i q u e  qu ' e x e r c e n t  i n v i  tm des mm- 

phages s e n s i b i l i s é s  p a r  1 ' IgE d e  rat p r é s e n t e  dans 1 e serunt d ' animaux 

i n f e c t é s  v i  s+vi s de s c h i  stnsomul es d e  S. mansoni . Cette obse rva t ion  

est 3 1 ' o r i g i n e  de nombreuses études. ROUSSEAUX-PREVOST e t  col 1 . (1977, 
1978) dans  le modele d e  1 ' i n f e t t i  on exp4rimental  e du rat p a r  S. mansoni 

démontren t  que  l a  phase  de rejet du p a r a s i t e  s u r v e n a n t  e n t r e  J a  

3&m e t  1 a 4ene semi n e  dl  i n f e c t i  on s ' accompagne dl une él e v a t i  on 

inqmrtan* du taux d '  IgE t o t a l e s  e t  s p d c i f i q u e s  de S. rnansoni d6c@lab le  

au  n i  veau s6rique. Dans ce &me mdSle, ROUSSEAUX-PREWOST e t  ca l  7 . 
(1978) pévël e un g t m i  t para1 1 el i sme e n t r e  1 e t a u x  d '  IgE s p é c i f i q u e  

p e s e n t  dans 1 e serum e t  1 a c i  n e t i q u e  d '  appa r i  ti on de  1 ' i m n i  t e  
3 l a  r é i n f e c t i o n .  Ces o b s e r v a t i o n s  reliëes 3 l a  c h u t e  du taux d'imnuni # 

t r a n s f e r a b l e  pa r  1 e sérum immun depl été en IgE a p p o r t e  un f a i s c e a u  

d 'arguments  en f a v e u r  du r d l e  p o s i t i f  de 1 ' IgE dans 1 ' imnuni té  de 

p r o t e c t i  on v i  s -&vi  s de S. mansoni . 



La parti ci pati on d ' une seconde cl asse d ' anti corps anaphy 1 act i  que 

dans les mécanismes de defense de 1 ' hbte v i  s-d-vi s 'de S. mansoni a 

éte Wvélée  par les travaux de CAPRON e t  coll . (1978a). Ces auteurs 

etablissent l e  rdle essentiel des anticorps d e  classe IgGZa dans 

1 ' indusTion de 1 a. destmctlon i n  v i  t m  des schi stnsomles de S. mansoni 

par- les h s i n o p h i l  es d o  rats  sains . L' IgG2a ( IgGa) r e p r h n t e  1 a 

cl asse majeure des imnunoglobulines chez 1 e r a t  (BAZIN e t  col1 . , 1974) . 
El 1 e a etls de f i  nies par BLOCH ( 1968) conane 1 a seconde cl asse d ' anti - 
corps anaphylactique chez l e  r a t  . LtIgG2a se fixe au mastocyte e t  

i n d u i t  1 a 1 i bérati.on des ddiateurs de 1 'anaphylaxie amne la SRS-A 

(Slow reacting substance of anaphylaxi s )  (MORSE e t  coll . , 1968) 

e t  T'histamine (MORSE e t  a11  ., 1969 ; BACH e t  coll . ,  1971a, 197lb). 

L' IgGZa inhibe 1 a f i  xa t i  on- de 1 ' IgE au niveau des mastocytes du ra t  

e t  des ce1 1 ul es de - basophi les  1 e u d i  qua de rat (BACH e t  CO l 1 . , 1971h) 
HALPER e t  MmGER, 1976). 11 faut cependant noter que la fixation 

de 1 ' IgG2a au n i  veau des récepteurs mastocytai res est. beaucoup pl u s  

1 abi 1 e que 1 a 1 iai son exi stant entre 1 e mastocyte e t  1 ' IgE (BACI4 

e t  coll., 197l.b). 

L ' etmi t para1 1 61 i sme exi stan t entre 7 a ci néti que d ' appari ti on 

de l'immunités à l a  PéirigeciAon e t  1.a manifestation au niveau serique 

de 1 ' animal infecte d'une cytotoxi c?te dépendante de 1 ' éon  nophi 1 e 

prend toute sa valeur dans l e  contexte des experiences de tvansferts 

passifs de sérum immun dépieté selectivernent en anticorps de classe 

1 gG2a ( CAPRON e t  col 1 . , 1980 ) . 
Il apparai t donc que 1 es a n t i  corps anaphylactiques présents 

au niveau des sérums de rats infectas par S. mansoni re4prGsentent 

l e  support essentiel de 1 'immuni te a médiation humorale, 



Pourtant les mécani sines d' action de ces anti corps restent à définir - i n  vivo' 

dans 1 e contexte de 1 ' i nfecti on parasitai re. 

Si 1 'exp6rimentati on in vivo reste 1 ' argument majeur en faveur d' une 

rbS1 e acti v i  tg bi  01 ogi que, 1 a mu1 ti pl i ci.té des facteurs qu ' el l e  fai  t inter- 

venir sulscite de nombreuses interrogations quant au déroulement des évènements 

condui sant à 1 a destruction du parasi te. C ' est  pourquoi depui s i972 de nom- 

breux modeles d'etude in v i t r o  o n t  été developpés afin d 'établir  une analyse 

f i  ne dans un "sys t&netontrbl é" , des mécani smes i muni tai  res , 1 a seconde 

etape consi otant a 1 a transposition de ces mécani smes - i n v i  vo dans 1 e contexte 

dynamique de 1 a réponse immune. Ces travaux ont permis 1 a d e f i n i  t i o n  des sys- 

t h e s  effecteurs qu i  font intervenir differents facteurs de 1 'immuni te, des 

anticorps, des cellules imnunocompétentes e t  l e  complément. Le Tableau 1 

résume 1 es princi paux mode1 es décrits. 

1. Mecani sme de serotoxi c i te  : anti c o q s  léthal 
----.l*l---UIp--PUI --.-Pm 

CEG e t  SMITHERS (1972) démontrent que 95 a 100 % d'une papuf at f  on 

de sehistosomles de S. mansoni est  tuée in vi tm lorsqu'elle es t  wlt ivee 
_L_ 

4 jours en présence de  senna f r a i s  de singe Rhesus infecte par S. mansoni . 
CAPRON e t  col 1 . (1972, 1973, 1974) etabl i ssent 1 a même rel atlon pour les 

serums de rat, de lapin e t  d'home, infectes par S. mansoni . CLEGG e t  

SMITHERS ( 1972) , CAPRON e t  col 1 . ( 1972, 1973, 1974, 1977) dans 1 e cas du 

r a t ,  du lapin e t  de 1 'homme, identifient ce facteur léthal corne étant une 

immunoglobuline de classe IgG, dont l a  toxicité vis-à-vis du ochistosomule 



Principaux oii3canismes effecteurs O 

Mécanisme 1 so type Compl érneo t Hotes R4f6rences 

Sérotoxi c i  t 6  

Anticorps cytotoxique 

Anticorps + neutrophi l e s  

Anticorps + neutroghiles 

Anticorps + eosinophlles 

Anticorps + eos!nophlles 

Anticorps + eosi nophi l e s  

Anticorps t eosinophi des 

Anticorps + macrophages 

Anticorps t nacsoptiages 

Anticorps + monocytes 

196 
1 gG2 

W. 
1962a 
IgG 

I!lE 

19E 

l9Gl 

I9E 

Rat 

Cobaye 

Home 

Rat 

Souris 

Rat 

Rat 

Ra t  
Hmne, babouin 

CbEGG e t  WITHERS, 1972 
CAPROH e t  co l  l ., 1972, 1973, 1974, 

1977) 

DEAM e t  co l ) .  (1974) , 

PFAN e t  co l  1. (1975) 

BUTTERdORTH e t  co l  1 . ( 1974) 
H. CAPROtJ e t  co l  l . , 1978a 

@WLMO-PINTO e t  co l  1. 1979) 

fl. CAPRON e t  co l  1 . , 198 ba 
A. CAPRON e t  co l  1 . , 1975 

KREZ,  1975 

JOSEPH, 1978 



ne s 'exprime qu 'en  présence de  complément. Cet a n t i c o r p s  semble spéc i f ique  

puisqu ' i 1 n ' es t  dece1 a b l e  que- dans 1 es sérums humai ns  i n f e c t e s  par  S. mansoni , 

e t  non chez 1 es p a t i e n t s  i n f e c t é s  p a r  S. haematobi um (CAPRON e t  col 1 . , 1974) . 
Cet- a n t i  co rps  est de pl  u s  spéd fi que de stade, auaine  a e t i v i  té  1 e t h a l e  n ' é t a n t  

obse rvée  v î s d a u i  s du stade p u l m n a i  re d e  S. mansoni p&lev& 7 jours  après  

1 ' i n f e e i  on chez 1 e hams-r ou la  sour i  s (CAPRON e t  col 1 . , 1974) . DAMIAN 

(i964, et 7ZVRûK ë t  col 1 . (1965 , 1968) expl i quen t  cdte i n sens i  b i -  

1 i té  p a r  1 ' appar i  t i o n  chez 1 e v e r  d t un certai rt nombre d ' a n t i  genes i dent i  - 
ques à ceux de- 1 ' hbttf vertgb* qu ' i l  s in fec ten t .  

L ' é tude  d e  1 a c i n e t i  que d '  appari t i o n  de. 1 ' a n t i  c o q s  1 é t h a l  montre. que 

les t aux  l y t i q u e s  maximaux c o r r è l e n t  avec une per iode  d ' i m u n i  t é  a l a  r é in -  

fect i  on, qui est 1 a pgri  ode 80 à 90 j o u r s  ap rès  1 ' i n f e s t a t i o n .  Des experi  e n c e s  

d e  t r a n s f e r t  p a s s i f  de  sérum de- rat i n f e s t é  à des r a t s  receveurs  s a i n s  o n t  

donné une p r o t e c t i o n  maximum d e  80 % avec  dw serums de  r a t s  i n f e s t e s  depuis  

100 j o u r s  (CAPRON-OUPONT, 1974) . Des r e u l  ta ts  p o s i t i f s  de t r a n s f e r t  

d ' imnunité o n t  auss i  étg r a p p o r t é s  pa r  PHILIPPS e t  col 1 . (1975) chez des 

r a t s  recevant  une i n j e c t i o n  i n t r a v e i n e u s e  de  2 m l  de serum de r a t  i n f e s t é  

depuis  40 à 45 jours .  Les i m n o g l o b u 1  i n e s  por teuses  de  1 ' a c t i v i t é  p r o t e c t r i c e  

o n t  é té  l o c a l  iséeâ dans l a  f r a c t i o n  contenant  les IgG. 

Ln synthèse  dl a n t i c o r p s  l é t h a l  a pu 6- inchi  t e  chez le  l ap in  p a r  

1 ' i n j e c t i  on de f r a c t i o n s  menrbranai res du srhi s t o s m e  a d u l t e  (CAPRON e t  col 1 . , 
1974) e t  par  un ant igène  i s o l é  de 1 a f r a c t i o n  inembranai re (SHER et  col 1 . , 1974a) 
Pour tant ,  les animaux imnunisés se lon  ces  tho odes ne développent aucune imnu- 

n i t é  à l a  r é i n f e c t i o n .  D 'au t re  p a r t ,  des  taux é levés  d ' a n t i c o r p s  l é t h a l  

p e r s i s t e n t  chez 1 'animal ayant  perdu t o u t e  immunité a 1 a r é i n f e c t i  on (BER= 

e t  col 1 . , 1974) . $Hm expl ique  ce phGnomène de 1 a façon sui  vante : 



1) In vivo : les schistosomules sont moins fragiles qu'in v i t r o  car i l s  

acquierent rapidement des antighes d'hbte qui  les protègent de 1 'action, 

de cet antf corps ; 

2) La protection i n  vivo est &di ée par un anticorps de même spki f i  ci tg 

anti genique que 1 ' anti aarpo 1 itkal mais d e  cl asse d i f f  grente. Cet 

a n t l a r p s  agf r a i t  dans les t9 ssaiâ a un niveau i naccgssi ble à 1 'anticxrps 

lethal d6tecS dans le sérum ; 

3) L'anticorps léthal n'agit pas seul e t  pourrait coopérer avec diffgrents 

constituants humoraux ou ce1 1 u l  aires . 
L'action de l'anticorps léthal necessite la  pesencg de complément-mais 

d ' autres dcani smes de  cytotnxi ci* r ' expriment en présence de di ff érentes 

populations ce1 1 u1 aires comme 1 es neutmpki les, les b s i  nophi les ou 1 es 

macrophages. 

2. Mecani -II>--- mie d e m x i  ci t6 dép~dante du-neutm phi 1 e 

D U N  e t  col 1. (1974) montrent que les schistosomules incube . en 

pesence de sérum de ra t  infeste et de neutrophiles de rats sains, sont 

dgtruits après 24 à 48 heures de contact. Les IgG sont impliquées dans cette 

r$act=ion qui nécessite la présene de camp1 -nt. 

DUN e t  6~1.1 . ( U753 déc?-i vent un second rrpéeani sme de cytotoxi cft6 

chez le cobaye i nfeeté par S. mansani. Les IgG2 de cobaye en présence de neu- 

trOphile~ d'animaux sains et de complément induisent une forte mortali t e  des 

schistosomules . Dans une prerni ere étape, 1 es neutrophi 1 es entrent en contact 

avec le  schistosmule par l'intermediaire d'un pontage réalisé par les anti- 

corps spécifiques : c k s t  1 a phase d'opsonisation, puis .on observe un rel argage 

d'enzymes lysosorniales qu i  induisent l a  destruction du schistosomule. 



Mécanisme -II-II- de cytotoxi ci t e ,  deendant de 1 ' &si noghi 1 e -- 
La premiere description du rble cytotoxique de 1 'éosinophile a étO 

rapportée par BUTTERMORTH e t  col 1 . (1974) . Des éosi nophi 1 es humad ns nomux 

deviennent cytutoxiques peur l e  schi sinsrnul e quand ce1 u i  -ci es t  incube, en 

prOsenee d e  sGwm de su jets parasités. Ce mecmi une independan t du coirnpl &nent 

f a i t  in-rvenir une IgG e t  ne nécessite pas une pesensibi lisatian des ce1 lulest 

effeçtri  e s  (BUTPERWORTH e t  col 1 . , 1975, 1977a et  b )  . 

Trois étapes successives conduisent à 1 a destruction du stade larvaire 

du schistosome par 1 ' éosi nophi 1 e. La première étape se tradui t par un contact 

étro7 t entre 1 a ei bl e e t  1 a ce1 1 ule, L' adhérence de 1 ' éosi nophi 1 e au schi sto- 

somule es t  tirdhitepar un anticorps spécifique qui se fixe par son fragment 

(Fab ' ) 2 à 1 a sueace du schi stosmule et réalise le pontage avec 1 'éosi nophi 1 e 

qui se fixe a 1 ' anticorps par 1 ' i ntemédi ai re d ' un récepteur pour le  fragment 

Fc de 1 ' imnunoglobuli ne. La seconde Ctape est  alors déci:enchée, on observe 

une d~granul~ati on i ntense de  1 ' eosinopnil e qui 1 i ber@ d 1 a surface du $chi s- 

tosamule son contenu granulaire. Les granules de 1 'éosinophi 1 e renferment une 

pemxydase (EPO) , une protgine basique majeure (MBP) ainsi que d' autres pro- 

W n e s  eationiques (ECP). L'&tape finale correspond à la lyse de la cible, 

par ces d i  fferewtes subotançeâ qui  enwainent une désorgani sation du *grnent 

parasitaire. (Mc UREN e t  Co1 1 . , 1947 ; BLJ?TERWBRTH e t  Co11 . , 197% ; OLSSON 

e t  Coli., 1977)- 

Le rble de 1 'eosinopbile a &té étudié dans différents systèmes d'in- 

fecti on experimentale à S. mansonï., ces résultats sont présentés dans l e  

tableau 2. Les t ravaux  da CAPRON e t  col 1 . ( 1978a e t  b )  rével ent un aspect - 

t rès  parti cul i e r  de 1 a cytotoxi ci te dependante d ' Gosi nophi 1 e chez 1 e rat ,  

ce1 ui de 1 'activation de 1 ' 6osi nsph i  le  par l e  mastocyte. 



TABLEAU 2 

Mecanf sme d e  cytotoxi ci te dêpendant d'  eosi nophi 1 es 

dans 1 ' l nfecti on a Schi s t o  soma mansoni . 

Facteur de remnnai ssance Mode 1 e Premi.ère descri p t i  on 

Home 

Rat 

Rat 

Souri s 

Souri s 

Rat 

Rat 

Hume 

Butterworth ( U74) 

Mackenzie ( 1977) 

M. Capron (1978a) 

Ramal ho-Pi nto ( 1979 ) 

Kassis (1979) 

M. Capron (1981a) 

Ramal ho-Pinto (1978) 

Anwar (1979) 



Ces au teu r s  rappe l  1 e n t  qu ' en p l  us des  &si nophi 1 es, des  mastocytes  

adhèrent à l a  s u r f a c e  du schistosomul e opsonisé .  I l  s démontrent que 1 e 

mastocyte seul  n ' i n d u i t  aucune cy to toxi  ci t é  mais que 1 a dépl e t i o n  en mas- 

tocytes e n t r a ?  ne une chute cans iderab l  e de 1 ' a d  v i  te c y t l t o x i  que. L '  a c t i  - 
v i t e  m t o x i q u e  peut gtre r e s t a u r e  par des p r o d u i t s  de  dégranul a t i  on 

mastocytai  res e t  tout pai7i cul ierarrnt par 1 ECF.A "Eosinophi 1 c h w o t a c t i  c 

factor o f  anaphylaxi s" . L' ECF.A agi t au niveau de 1 ' express ion  des  +cep- 

t e u r s  p a r  1 e f ragment  Fc des imnunogl ouu1 i nes  G de 7 ' gosi  nophi l e  ( CAPRON 

e t  col1 . , 198i.b). Par son action directe s u r  1 ' exp re s s ion  des r é c e p t e u r s  

f c  d e s  IgG, l e  mastocyte s t i m u l e  1 ' a d v i t é  cy to tox ique  de l ' éos inoph i l e .  

Récemen t ,  CAPRON e t  col 1. (i981b) decri  v e n t  un mécanisme simi l a i r e  

d'activation de l ' é o s i n o p h i l e  humain. 

Cher 1 e ra t  F i s c n e r ,  1 ' opsoni sati on drt sch i  stoscmul e par IgG2a 

se man i f e s t e  dans l es semms de rats i n f e c t é s  pendant 1 es 6 pimi eres 

semaines de 1 'infection (CAPRON e t  Co11 . , L978a). Pendant cr t tc  f i r i o d e ,  

les écsi nophil  es de 1 ' animal i m u n  d l t r u i  sent 1 e s t a d e  1 a r v a i r e  du pa ra s i  te 

en absence de s&rm imnun , l es é o s i  nophi 1 es p o r t a n t  des a n t i  corps cyto- 

phi.1 es spécifiques. Pui s 1 ' a c t i v i t é  c y t o t a x i  que d é c r o i t  e t  s ' accmpagne  

d ' un b l  oeage des  récepteun Fc de 1 ' & s i  nophi 1 e , paral l èl  ment une 

dim4netepien ma~quts  dg 1 a product ion d '  a n t i c o r p s  s p e c i f i  ques de cl asae 

I g m  est  observCe (CAPRON e t  Col 1 . , 1979) . Ces arguments p l  a i  d e n t  

en f a v e u r  d ' une  &el l e a c t i v i t é  - i n  vivo du m5can.i me de c y w t a x i  ei t é  

$&pendant d ' g o s i  nop h i  le. 

L' i n v e s t i g a t i o n  c i n é t i q u e  de 1 a cy to tox i  ci t e  dependant d ' éosi nophi 1 es 

chez l e  r a t  permet l a  découverte  par  CAPRON e t  Co11. (1981a) .d'un d c a n i s m  

de cy fa tox i  c i  té  dépendant d ' e o s i  nophi 1 es 1 i és a 1 ' 1 gE , 8 semai nes apr@s 



Comme le mécanisme de cytotoxici t é  dépendant de 1 ' IgG2a, l a  présence 

de mastocytes ou d e  facteurs ms tocytai res es t  nécessai re  . L ' éosi nophi 1 e 

possède en plus d ' u n  récepteur pour l e  fragment Fc des IgG un  récepteur 

spécifique pour 1 ' IgE dont 1 ' expression e s t  mdul ée par 1 ' ECF .A (CAPRON 

e t  Col 1 . , 'b981b) . Aucune réaction cmi s&e n ' a é té  mi se en évi denca e n t ~  

le  s i t e  de fixationdrtl 'IgE e t  celui de 1'IgG (CAPROM e t  Coll., 1981b). 

Les mécanismes que nous venons de décrire nécessitent une phose 

de liaison étroi te  entre 1 'éosinophile e t  l a  cible parasitaire, cette 

liaison est assurée par un anticorps spécifique de classe IgG ou IgE, 

mais i l  faut cependant ci ter l e  rbl e du conrplêment dans les phénomènes 

d 'adherence de 1 'éosi nopnf 1 e au schistosomul e. 

W - P I K P O  e t  col 1 . (1978) dec r i  vent en effet un systeme 

de cytotoxi ci t é  ndcessi tant une coopêrati on entre 1 ' éosi nophi 1 e e t  7 e 

cornpl érnent. Le compose C3b du complément pe.rmet 1 a f i  xati on d e  l ' éosino- 

phile a la surface pavasitaire par l e  récepteur C3b de 1 'éosinophile. Le 

complément peut agir seul ou en synergie avec des anticarps sp&cifiques 

(Mc LAREN e t  RAi4ALHO-PINT0, 1979 ; ANWAR e t  col1 . , 1979) . 
Cet aspect fascinant du ml e de 1 ' éosi nophi 1 e doi t ê t re  abordé 

~ v e c  prudence quant à sa transposition dans 1 'expression réelle de 

'1 ' imuni t g  i n  vivo , du fai t de S ' c x t ~ h e  d i  vevsi t é  des facteurs humoraux - 
e t  cc1 1 ulaires impl i q u b  dans la réponse finnune. 11 faut cependant noter 

que 1 es expéri ences de dé pl 8t-i on sel e d i  ve en éesi nophi 1 es , prat iquges 

chez la souris par MAHMOUB e t  col 1 . (1975) déclenchent une diminution 

sensible de 1 'immunité a la réinfection, soulignant de f a i t  la 

parti sipation passible de l 'essi nophi l e  dans le  méeani sm immunitaire. 



Les macrophages s o n t  impl i ques dans deux mécani mes de cytotoxi  c i t é  : 

a )  Cstaté 1 i ée aux imnuno&bul i nez& : Des ce1 l ules d ' exudat 

pér i ton6al  de r a t  i n a b -  4 heures 4 O C  en p*âence de s e m  de r a t  

iiriipurn i n a e  ve par  chauffage,  .pr%entenP une f o r t e  adhérencr aux schiste- 

somules . Après 29 heures de contact, les scfiistosomules s o n t  io r t ement  

endomnagés , les imunogl  obul i nes en cause sont des ant icorps  -phi les de 

classe lgGl (PEREZ, 1975) . 
b)  E o t o x i  -- c i t é  1 i R  aux -- irpinrnoql obui ines E : Oes macrophages pérfton&aux 

de rat s a i n s  pré4 ncubés dans un serum de rat imun v i s 4 - v i s  de S. mansoni 

adhèrent fortement aux scMstosomu1 es de S. mansoni après 3 d 4 heures de 

contact ,  L 'enrobement conduit  a p r &  20 heures. d 't n a b a t i o n  à 1 a nestnic- 

t i o n  de 7 0  -S 90 % ries sdiistosomuîes (CAPRON et col7  ,, 3 1 5 a  - 1975b). 

L ' étude uitrastni~tunil e rével  e d ' une par:  d ' importantes lésions -des 

s t r u c t u r e s  ~ r m b r a n a i  res dcs schistDsomules agressés e t  que. d ' a u t r e  part ces 

les ions  s o n t  .uniquement i n d u t t c s  pqr l e  macrophage. Le sérum de rat i m u n  

con t i en t  donc un f a c t e u r  q u i  se  f i x e  sur les macropha@s nonaaux les rendant  

sperifi quement c y t ~ t o x i q w s  du s t a d e  larvaire  du s c h i s t o s m e .  Le f a c t e u r  rrs- 

ponrabl e de ce phendne est l ' lgE (ZAPRON e t  col 1 . , 1975a, 'S75b) , i 1 est 

detrui t par chauffage 3 heures à 56't par  le ~pertapfoeaiano? et 1 ' impunoadsorp 

t i o n  des SCNM immuns par des anticurps speciiiques de l a chalne lourde epsi lon 

des 1 gE ab01 i t  1 ' a c r i v i t é  cytotoxique. La presence de 1 ' IgE a l a  surface du 

macrophage incube dans un s t m  présentant  une a c t i v i t e  cytotoxique a été 

visual i s é e  par 1 a techni  que d 'imnunofluorescence u t i  1 i s a n t  des an t i co rps  snti- 

1 gE marqués à l a f l  uoresceine et  par 1 a t echn i  que de fornat ion  oe rosettes , 

dans laquel l e  les h w a t i e s  s o n t  couplées aux immunoglobulines de cl a s se  i: 



Les immuncomplexes il IgE p r e s e n t s  dans les semm d e  r a t  i n f e c t e s  

s o n t  auss i  impl iqués  dans 1 ' a c t i v a t i o n  du macrophage, 1 ' absorp t ion  

des  serums inanuns par  d e s  quant i  tés croi s s a n t e s  d e ,  sérum d e  1 apf n antf  - 
S. mansoni , i n h i b e n t  s e n s i b l  m e n t  1 ' e n r a b e m n t  des  sdii stosofflules 

(CAPRON e t  co 1 1 . , 19756) . 

L' i n t e r a c t i o n  ~ ~ € - n i a c ~ u ~ h a ~ e s  n é a s s l  t e  une é t a p e  de f i  x a t i  on de 1 ' IgE 

ii 1 a membrane el 1 ul a i r e .  Us expér7 e n c e s  de JOSEPH e t  col 1 . ( 1977) e t  DESSAINT 

e t  col 1 . ( '1979) dtEmontrent 1 ' exi  s t e n t e  d ' un s i  t e  de f i  xat i  on spéci  f i  que e t  sa- 

t u r a b l e  pour 1 ' IgE. En effet, l a  c y t o t o x i c i t é  dependante du macrophage p e u t  

8tre inhi  bée de  façon canptot i t ive par d e s  IgE agrégées chimiquement a l  o r s  que 

1 ' IgE monomeri que n i  a aucune a& on ; d ' autre p a r t  aucune i nhi bf ti on n ' a été 

decri t e  p a r  les IgG monoméri ques ou a g e g b s .  La f i x a t i o n  de 1 ' IgE e n t r a f n e  

une a c t i v a t i o n  du-macrophage qui se t r a d u i t  p a r  une augmentation du t aux  de 

GMP cycl ique  e t  par un r e l a r g a g e  d'enzymes lysosornales e t  d ' a n i o n  superoxyde 

(DïSSAINT et  c o l 1  ., 1980 ; JOSEPH e t  c o l l . ,  1980). Seules,  les formes polymé- 

r i q u e s  de 1 ' IgE  s u s c i t e n t  1 ' a c t i v a t i o n  du macrophage, l e s  formes dimères é t a n t  

le s e u i l  minimal de polymerisat9on permet tant  l ' i n d u c t i o n  de l a  c y t o t o x i c i t g .  

Para1161 ement au systèsii@ é t a b l  i chez l e  r a t ,  l e s  t r avaux  de JOSEPH 

et col 1 . ( 1978) decri v e n t  un M a n i  sme simi 1 a i r e  chez 1 ' home 00 1 ' IgE a c t i v e  

1 es monocytes humai ns nomux , 1 es rendan t  cytotoxiques pour des schi  stosomul cs 

de S. mansoni. 

S i  l e  mécanisme de cy to tox ic i  t é  dépendant du macrophage n ' e s t  pas 

encore prouvé i n  vivo,  l e para1161 i &ne e t r o i  t e n t r e  1 ' é t a b l  i s s w e n t  

chez le  r a t  de  1 ' inmunité d l a  r é i n f e c t i o n , d e  1 ' evolut ion  du taux 

d ' IgE seri ques e t  de 1 ' a c t i  v i  té cytotoxi  que du macrophage est  néanmoi ns 

a s i g n a l e r .  



La d e s c r i p t i o n  i n  vi trio des mecani mat de s é r o t o x i  ci ci tg dependante 

du complément et d e  la c y t n t o x i c i t g  dependante de popula t ions  c e l l u l a i r e s  

sou1 igne une fois de p l  us le rd1 e pr6pondemnt de l a réponse à medi at l  on 

humoral e, dans  1 ' express ion dg. 1 ' i m n i  te vi s-à-vi s du schi  stosomul e. 

-En vivo , 1 a p a r t i c i p a t i o n  d e  ces rnécani mes effe-urs reste 
_I 

à demontrer  mais e l le  est fo r t ement  suggérée par  l a  c o r r é l a t i o n  etroite 

observée entre' le développement de 1 ' imnuni t é  i3 1 a ré3nfec t ion  e t  la 

ci ne.ti que d '  appari  t f  on de ces mecani smes (Fi  gure 2) d '  une part, e t  

d ' a u t r e  p a r t  par les expbri ences  d e  t r a n s f e r t  passif de 1 ' i m u n i  ta  pa r  

les s&tms imnuns depl Gtés spécif iquement en anticorps de cl a s s e s  IgG2a 



F I G U R E  2 : C O R R U T I O N  EPITRE LA CYTOTDXICITE I N D U I T E  PAR LI IgE ET b' IgG2a 
__II_ 

EFI PRESENCE O ' EOSI?4OPHILES OU DE MACROPHAGES, ET L' IMMUNITE 

A LA REINFECJ'ION (CAPRON et  Col1 . , i.982) 



CONCLUSION 

En fai t, 1 ' i m u n i  té dans 1 a sch i  s t o s m i  ase s ' exprime e s sen t i  el 1 ement 

en terme d'imirnrni te à la  r i i n f e c t !  an. Les mecanri unes inn tns  d&clencMs chez 

1 ' hdte  s ' e x e r c e n t  s u r t o u t  au  niveau des  s tades.  1 a r v a i r e s  du pa ra s i  te, a l  a ~ s  

que les v e r s  a d u l t e s  a y a n t  acqu i s  des  an t igenes  d ' h b t e  y s o n t  i n sens ib l e s .  

L' &tude  d e  l a  réponse imnune d v e l  e deux aspec ts  : l a  réponse à 

m4diation ce1 l u l a i r e  dont les données r e s t e n t  e n a r e  impréc ises ,  e t  l a  repense 

a médi ati on humorale dont 1 es paramètres  s o n t  beaucoup m i  eux cernes.  

LPC a n t i  co rps  i n t e w i e n n e n t  dans 1 ' express i  on des ai ff g m n t s  méca- 

nismes d e  cy to tox ic i  t e  e t  de s8 ro tox ic i  t é  e t  t r a n s f e r e n t  passivement un degré 

s i g n i f i c a t i f  d ' i m u n i t é ,  

A ee stade, une i n t e m g a t i  on se pose : 1 es a n t i  corps pa r t i  ci pan t  

aux e c a n i  mes de cyto toxi  ci t é  de f in i  s i n vi tru sont- i  1 s rétel 1 ement 1 e suppo?t 

de 1 ' i m n i  t é  acqu i se  ? En effet, les exp8ri ences de t r a n s f e r t  passif  d e  sërums 

imnuns dapl et& sel ecti vernent en i so types  immunagl obul i ni  ques p a r t i  cul i ers na 

s o n t  que des arguments i n d i r e c t s  pour cette dêmonstration. Ces sérums 

a n t i e n n e n t  de nismtsreux f a c t e u r s  s é r i q u e s  ( i m n s  complexes e t  an t igènes  c i r -  

CUI a n a )  pouvant eendui re & une mauvai o s  i n t e r p e t a t t ' o n  des e a u 1  tats obtenus. 

Be que 1 es p répa ra t ions  puri  f i  @es dé f r a c t i  ans  i m n o g l  obul i ni ques se dé- 

Pi ni s s e n t  en t e m s  d ' a n t i  corps polycl onaux d'  a f f i n i t é  var i  a b l e  par 1 a c i  b l e  

p a r a s i t a i r e  e t  pouvant exprimer des a c t i v i t é s  e f f e c t r i c e s  mu l t ip l e s .  



Afin d l & t a b l  i r une rel a t i  on di recte e n t e  1 es phénomènes b io l  ogi ques 

observes i n  v i t r o  e t  l a  p a r t i c i p a t i o n  des  mécanismes e f f e c t e u r s  dans 1 '61 a- 

b o r a t i  on d 'une immini té à la r é i n f e c t i o n ,  nous nous sommes in té r@sses  b 1 a 

product i  on d ' a n t i  corps  monocl onaux possedant une a c t i  v i  te b i  01 ogique préci se. 

Pour ce f a i  re, nous avons u.lri 1 i sa 1 es t ech i  ques d e  f u s i  on ce1 1 ul a i  m. 

Cette approche f u t  mt5vée par 1 @s d i ' f f i  cu.1 tés rencon t r ée s  dans 1 a 

prépara t ion  il p a r t i r  de sérums imns  de popul a t i o n s  homogènes d ' an t i co rps  

spéc i f i ques  . L ' a n t i  corps  monod onal apparai  ssai t d ' a u t r e  p a r t  comme un ma- 

tériel d e  choi x pour 7 a' caracthri s a t i o n  des  arrt igènes ci bl  es paras i  taires 

p o t e n t i e l  1 m e n t  p ro t ec t eu r s .  



C H A P I T R E . 1 1 .  

L A  T E C H N I Q U E  D E  F U S I O N  C E L L U L A I R E  



I - DEFINITTON. 

La technique de fusion c e l l u l a i r e  ou d 'hybridat ion c e l l u l a i r e  

permet l a  "crGation" à p a r t i r  de deux c e l l u l e s  d i f f a r e n t e s  d 'une  e n t i t 6  

ce1 1 ul a i  re poss6dan.é t e u t  au partie dia matériel gdnetique des  ce1 1 ules  im- 

pl iquées dans l a  fusion. La c e l l u l e  b y b d d e  obtenue ou hybridome expriraei 

simul tanéarent les propriét& biologiques des deux cal  l u l e s  "parentales".  

La technique d ' hybri d a t i  on ce1 1 ul a i  re a pris un e s s o r  consi dérab1 e 

depuis les s i x  dernieres  années dans le domaine de 1 ' immunologie. 11 nous 

semble important de sou1 ignei, l e s  d i f f ë r e n t e s  étapes s c i e n t i f i q u e s  qui on t  

condui t  â son u t i l i s a t i o n .  

I I  - DECOUVERTE ET EYOtUTTON DE LA .TECHNIQUE 3 ' HYBRIDATION CELLULAIRE 

Ce n ' e s t  qu 'en U95 avec 1 es travaux de K ~ W R  e t  MILSrnN que 1 a 

techni que de fus i  on ce1 1 ul a i  re t rouve un champ d ' appl i cat ion i m n o l  ogl que, 

mis 1 a découverte de 1 ' hybride ce1 l u  l a i  re remonte a 1960 avec 1 es  travaux 

de Georges BARSKI. 

B A S K I  e t  es1 1 .  (Be0 - 1961 - 1962) e t u d i e n t  une su1 tum mixte de 

deux souches c e l l u l a i r e s  de f i b r o b l a s t e s  i so lees  par SANFORD e t  col1 . en 1954. 

Ces deux souches ce1 l u l a i r e s  présentent  des c a r a c t e r i  s t iques  morpho1 ogi ques et 

caryotypiques pa r t i cu l  ières. Après 3 mois de c u l t u r e  mixte - i n  v i t r o  de ces 2 



especes ce1 1 u1 ai res, BARSKI k t  coll . (1960) isolent dans cette culture un 

nouveau type ce1 lulaire q u i  pr4sente un nombre de chromosomes sensiblement 

egal la somae des chromosomes des deux souches f i  broblastiques, ainsi que 

1 es marqueurs diromosorni ques parti CU 1 i ers aux deux ce1 1 u 1 es i n i  ti al  es. BARSKI 

e t  coll. postulérent que ce troisiëm type cellulaire é t a i t  un hybride cellu- 

1 a i r e  issue d e  l a  fudon des deux 1 ignées ffbmblastiques. 

Les travaux d e  BARSICI' furent acctiei 11 i s avec beaucoup de s c g p t i d h ,  

néanmoins SORIEUL e t  EPHRUSSI ( 1961) reprodui sent 1 es mêrnes observations. 

0 )  Gënérial i tés sur l e  phenornene de fusion cellulaire 

C'est surtout d ' u n  point de vue génétique que f u t  explorée l ' h y b r i -  

dation ce1 1 ul ai re , e t  trois questions fondamental es furent tres v i  te posëes : 

- Est-il possible de produire des hybndes cellulaires entre 2 cellules expri- 

mant des potentiels ghetiques d i  fferents ? 

- Les hybrides cellulaires obtenus peuvent-ils étre sélectionnés ? 

- Les ce1 1 ules hybrides qui au cours des df fferentes mitoses peuvent subir 

une perte chromosomique, sont-el les un bon modele à 1 'étude de l a  ségrégation 

dipornosrnique ? 

La première i n t e m g a t i ~ n  tmuve t e s  v i te  une réponse. EPHRUSSI (UFS), 

EPHRUSSI e t  ca11. (1964), GERSNON e t  %QlS (1963) par des études caryotypiquer 

identifient de nombreuses cellules hybrn'des qui expriment de pl  us d 'une façon 

codominante les genes des cellules parentales. Par exemple, un hybride issu de 

1 a fusion de deux ce1 1 ules possédant des antigènes d ' h i  stocompatibi 1 i te diffsrent 

exprime les deux antigènes parentaux (GERSHON e t  SACHS, 1963), de même qu 'en 

fusionnant deux types ce1 1 u l  aires synthétisant des 8 gl  ucuronidases de sta- 

b i  1 i té thennique differente, an obtient un hybride producteur des deux formes 

al lé1 iques ('GANSHOW, 1966) . Ces t ravaux demontrent que dans l a  ce1 1 u l  e hybride 

les génomes des deux cellules u t i l  isees pour l a  fusion sont a c t i f s  e t  s 'exprimnl 



C )  La s é l e c t i o n  des  hybrides 

Les f a c t e u r s  1 i m i t a n t s  au devel oppement de 1 a technique d 'hybr ida t ion  

se résument  à deux p r o b l h e s  : 

- 1 a rares de 1 ' 6vène~ ien t  de fwi on ce1 l u l a i  re 

- 1 ' absence de- &thode effi cace de siil e c t i a n  des  hybrides.  

Ce n ' est que pa r  pur  hasard,. e t  pour des r a i  sons encore 'inconnues , 

que 1 'on s ' a p e r ç u t  que l a  c ro i s sance  de c e r t a i n s  hybr ides  c e l l u l a i & s  e t a i t  

f a v o r i s é e  à 2ga, a l o r s  que les c e l l u l e s  pa ren t a l e s  se di3veloppaient mieux d 

3 7 O .  P l  u s i  mrs hybr-i des f u r e n t  i s o l é s  de cette façon p a r  EPHRUSSI ( 1965) , 

YOSHIDA e t  EPHRUSSI (1967) e t  pour  la premiere f o i s  par cette technique 

SCALEKA e t  EPHROSSI (1965) i s o l e n t  un hybride i s s u  de  l a  fu s ion  d'une c e l l u l e  

maintenue en c u l t u r e  cont inue  e t  de c e l l u l e s  pré levées  chez un animal nouveau- 

- ne. Cette derni ère expér i  ence appor te  deux i nfonnations e s s e n t i e l  1 es, i 1 es t  

p o s s i b l e  dans c e r t a i n e s  cond i t i ons  de f a v o r i s e r  1 e développement de ce1 1 ul es 

hybrides  par  r appor t  aux ce1 l u l e s  p a r e n t a l e s  e t  d "'inmortal iseru 1 ' express ion  

du génome d'une cellule"quelconque'! Malheureusement, le  système de themo-  

s e l e c t i o n  de i  hybr ides  n ' e s t  pas général i s a b l e  d 1 'ensemble des s y s t b e s  

d'hybrtdation c e l l u l a i r e  envisages .  

2 - S y s t h e  s d l e e t i f  de L ï T i U F I a D  - -~LIIWCIVBOdWgB~-UI-o.(D<h<hU"-~ 

LITTLEIELD ( 1964) s e l e c t i o n n e  deux sous-1 i gnees ce1 l u l a i  res S 

p a r t i  P d'une souche hé té roplorde  de s o u r i s ,  1 'une es t  r é s i s t a n t e  a 1 a 8- 

Azaguanine, 1 ' a u t r e  â 1 a 5 - b r o m o d é s o x ~ r i d i n e .  Le facteur de r é s i s t a n c e  d 

ces d i  f f grentes d ~ o g u e s  c e r ~ è l  e respect i vemen t avec 1 a ddf i ci ence en hypa- 

xanthine guanine pkospnorj~~bosyl t r a n s f é r a s e  (HGPRT) e t  en ihyrri4d-i ne kinase 

(TK) . Ces deux enzymes in t e rv i ennen t  dans 1 a synthese des nucl é o t i  des. 



Le système de LITTLEFIELD repose sur l e  f a i t  que l e s  cel lules  

de mammifères possèdent deux voies de synthèse des nucléotides ( c f .  Figure 

3 )  : l a  synthèse de novo, où l e s  nucléotides sont synthétisés à par t i r  

des sucres e t  des acides ami nés : 1 a voie de synthèse qui uti 1 i se  des 

nucléotides préformés, 1 ' hypoxanthine e t  1 a thymidine. 

L'aminoptérine bloque l a  synthèse de novo, l ' a u t r e  voie de synthèse 

nécessite l a  présence de l a  Thymidine kinase e t  de 1 'hypoxanthine guanine 

phosphori bosyl transférase.  Si 1 'on fusionne ces deux sous-1 ignées ce1 lu1 a i r e s ,  

seuls l e s  hybrides qui possèderont par complémentation des deux génomes pa- 

rentaux , la  TK e t  HGPRT se développeront dans u n  mi l ieu sé lec t i f  HAT (Hypo- 

xanthine, Aminopterine, Thymidine). 

D )  Les agents fusogènes 

Le problème majeur q u i  r e s t a i t  posé é t a i t  l e  f a ib l e  pourcentage 

d'hybrides ce l lu la i res  obtenus au cours des expériences de fusion. Les t ra -  

vaux de HARRIS e t  WATKINS (1965) vont permettre de franchir  une étape décisive 

dans l a  maîtrise de ce modèle. 

1 - Le virus Sendai inactivé ------------*----------- 

HARRIS e t  WATKINS ( 1965) décri vent 1 a formation d '  hétérocaryons 

(masse cytoplasmique renfermant plusieurs noyaux) dans des cultures mixtes 

de ce l lu les  humaines Hela e t  de cel lules  d ' a sc i t e s  d'ERLICH en présence du 

virus hémagglutinant Sendai inactivé par les  rayons U V .  Les hétérocaryons 

ainsi  obtenus manifestent une ac t iv i t é  biosynthétique puis involuent après 

quelques jours de cul ture .  

Cet échec dans l 'établissement de cel lules  hybrides viables s'explique 

uniquement par l e  choix des cel lules .  JOHNSON e t  HARRIS (1969) démontrent que 



FIGURE 3 : BIOSYNTXESE OES ACIDES NUCLEIQUES, RQLE DE L'BMINQPTERINE - 
( L I ~ L E F I E L R  1964) 
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1 es ce1 1 ul es d '  ascite d '  ERLIM suppriment t o t a l  entent 1 a synthèse de 1 'ADN 

des ce1 1 u les  Hel a. Les travaux de HARRIS e t  WATKINS démontrent neanmoins 

l e  r6l e fusogène du v i rus  Sendai inact ive .  

Les premiers hybrides v iab les  i n d u i t s  par le v i rus  Sendai i n a c t i v é  son+ 

d g c r i t s  par YEROAEI1.M et  N U  (l966). COON e t  YB=$. (1969a et b) qui d e f i n i s s ~ a t  

les condit ions optimal es 1 ' obtention d ' un rendment  de fusion 61 evé . Dans 

l e u r s  experiences, l e  tau d'hybridat ion est  mil t i p l  ié par un f a c t e u r  de 

100 p a r  rappor t  w taux de fusion spontanée. 

2 - A g ~ - f u s o q ~ ~ m i q u ~  

La fusion i n d u i t e  par le v i rus  Sendai i n a c t i v é  présente quelques 

i nconvdni e n t s  : 

- 1 a préparat ion e t  le mi n t i  en de  1 a souche v i r a l e  son t  dé1 i cats 

- 1 ' a c t i  vSttt2 des. d i f f e r e n t e s  préparat ions vi rales est très vari able  

- le traitement. pa r  le vi nis es t  i n f e c t a n t  pour c e r t a i n s  types ce1 1 ul a i  res 

- l ' i n t r o d u c t i o n  d'une information v i r a l e  dans l e  génome c e l l u l a i r e  n ' e s t  pas 

exclue . - 

Pour tou tes  ces ra isons ,  1 es recherches pour 1 'obtention d ' un agent 

fusogène chimique se s i n t  rail ti pl iéer . PONTECORVO ( 1975) o b t i e n t  de nombreux 

hybridas c e l l u l a i r e s  en u t i l i s a n t  comne agent de l a  fus ion c a l l u l a i n  le  

poly6thyl &ne glycol ( PEG) . DAVIDSOW et  col 1 . ( 1976) defi  ni ssmt l e s  paranièms 

da l a  fusion e e l l u l a i m  par le  PEG. 



I I  1 - LA STAB ILITE DES HYBRIDES 

t a  s t a b i  1 i t é  des  hybrides e s t  tr& variabl  e, e l  l e dépend essen t i e l  1 @en% 

du système d 'hybridat ion u t i ?  isé. Dans l e s  hybrides s o u r i s  x s o u r i s  l a  perte 

chromosanique est très 1 en te ,  après  100 ggnerations on c o n s a t e  généralement 

une per te  de 10 8 28 % des chromsomes in i t i aux ,  put s 1 e caryotype ce1 1 u l  a i r e  

se stabi T i  se (EPHRUSSI, 1964 ; EPHRUSSI et  col 1 . 1964a a 1964b) ( EPHRUSSI e t  

SO FüEUL , 2962) . 

Dans 1 es hibri  des i nterspBci f i ques , on observe -une perte préf ér rn t i  el 1 e 

des  cfrramosames dl une des deux espèces, des chromosomes de r a t  dans les hybrides 

rat x sour i s  ( \JEISS e t  EPHRUSSI, 1966) , des chromosomes de sour i s  dans les 

hybrides s o u r i s  x h a m s t e r  ( S C A L E K A  e t  EPHRUSSI, 1965). Cette perte chromgso- 

m i  que se 1 i m i  te  5 10-20 % des ciiramosomes totaux. Les hybrides homm x sour i  s 

s o n t  p a r t i a l  i &ment i n s t a b l e s  , WEISS et GREEN (1967) s igna len t  qu l a p e s  20 

générations i 1 ne reste que 2 a 15 chromosmes humains , cette phase d ' e l  i m i -  

nat ion rapide  est s u i v i e  d'une phase plus lente qui conduit a p e s  100 génera- 

t i o n s  8 une s t a b i l i s a t i o n  pour des hybrides contenant 1 a 3 chromosomes humains. 

Le mecani sme. de déstabi  1 i s a t i o n  des hybrides est encore mal connu, i 1 d o i t  

résul  ter d ' un manque de coordination dans 1 a transmission des deux génomes 

parentaux aux ce11ules filles l o r s  de l a  mitose. 

Le mdcanisme de fusion c e l l u l a i r e  es t  encore mal connu. 11 semble 

néanmoins que l ' é t ape  e s s e n t i e l l e  se deroule au niveau membranaire. AKONG e$ 

col 1 . ( 1975) proposent 1 e sckerna suivant  pour expl i ques 1 ' action fusogene dc 

substances chimiques telles que l e  golyëthyl&ne-glycol, l e  glycerol ou le 



diméthylsulfoxide (F igure  4 ) .  

Dans un premier temps, les agents  de f u s i o n  chimique e n t r a f n e n t  une 

f t  u i d i f  i ca t ion  des deux auches 1 i pi diques membranai res qui permet ten t  1 ' ag- 

glutdnatiow des p r c t e i n e s  d e  membrane. Lorsque deux c e l l u l e s  ad jacentes  pré- 

s e n t e n t  le &ne phénomène, l a  fusion memûranaire s 'amorce par un +arrangement 

des f e u i l l e t s  l i p i d i q u e s  des deux c e l l u l e s  "vois ines"  qui conduit  à l a  fus ion  

La seconde &tape fai t i nterveni  r 1 e gradi  e n t  osmoti que i n t r a c e l  1 u l  a i  re 

qui permet l a  g é n é r a l i s a t i o n  de  l a  fusion.  Les observa t ions  de microsap+e 

é lec t ron ique  de T01STE.R e t  LOYTER ( 1973) a v a i e n t  dé j à  vi sua1 isé 1 ' exi  s t e n c e  

de fus ions  1 ocal isées i n d u i t e s  par  le virus.  SendaT. SEKIGUSHI e t  col 1 .  (i9831) 

rfsusnent les diffSrentes étapes de ce mécanisme. L ' a c t i v i t é  du v i r u s  est 

as soc iée  a 2 glycoproté ines  v i r a l  es : 1 ' une, 1 a g lycopro té ine  HANA p o r t a n t  

une a c t i v i t é  neuramini dasique permet 1 ' a g g l u t i n a t i o n  ce1 1 u1 a i r e ,  1 ' a u t r e  l a  

glycoprotéÈne F est responsable  de l a  lyse e t  de 1 a fus ion  ce1 l u i  a i r e  loca l  isee. 

Une phase de gl inéra l i sa t ion  de  l a  f u s i o n  dependant e s sen t i e l l emen t  du g r a d i e n t  

osmotique i n t r a c e l  1 ul a i r e  a 'établ i t al o r s ,  c e t t e  r éac t ion  est inh i  bée pa r  des  

e m c ~ n t ~ a t i  ORS el eveePa en s 6 m a l  bum7 ne do m i  7 i eu ex t r ace l  1 u ? a i  re . Ce schéma 

de fus ion  est rfisuari6 dans 1 a Figurg 5, 

Les h&8rotayms a i n s i  obtenus n t  évoluent  pas ob1 i g a t e i  rement vers 

l a  forme di hybride c e l l u l a i r e  ; EPHRUSSI (1972) rappor te  qu 'environ 10 X des 

héti5rocaryons &vol u e n t  e t  conduisent  a 1 a formation d ' hybrides s t a b l e s .  



FIGURE 4 : FUSION CRLULAIRE INW ITE PAR LES AGENTS NSOGENES CHIMIQUES - - 32 
(AKONG et col 1 ., i975) 

Les agents fusogenes chimiques entrai nent une desorgani sati on des 

feuillets lipidiques membranaires (L) qui favorise l'agglutination des 

proteines de membrane (P) . 
Les membranes ai nsi dfiaorgani sees devi ennent pl us fl ui des et 

permettent une fusion 1 ocal e des deux ce1 1 ul es voi si nes par rearrangment 

intermembranaire des feuillets lipidiques perturbées. 
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FIGURE 5 : FUSION CELLULAIRE INDUITE PAR LE VIRUS SENDAI INACTIVE 

1. Agglutination ce1 lulaire induite 

par le virus. ( V )  

2. Adheence des membranes ce1 1 ul ai r@s ( 8 )  

des 2 ce1 1 ules aggl utf nées par l e  v i  ms 

3. fusion cellulaire des feuil lets  lipi- 

diques externes de deux ce1 1 ules 

4 .  Désorgani sat i  on des membranes ce1 1 u- 

1 aires et formation d 'un pontage cyto- 

plasmique entre les 2 ce1 1u1ea 
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V - LA FUSION CELLULAIRE ET L'ANTICORPS MONOCLONAL 

A )  In t ruduc t i  on 

Une rate d e  s o u r i s  ou d'homme c o n t i e n t  environ l m i l l i o n  de l i g n é e s  

B 1 ylophocytai res , p n c u n e u r s  des  il asmcytes qui s y n t h é t i  s e n t  1 es immuno- 

g lobu l ines .  L s n q u ' o n  i n j e c t e  un a g e n t  inmunogène à un animal,  ce lu i -c i  

*+pond en f a b r i q u a n t  d i f f W e n t s  a n t i c o r p s ,  d i  ri gés  c o n t r e  1 es d i  ff g ren t e s  

molécules an t igen iques  de l'a subs t ance  i n j e c t é e .  11 a r r i v e  même que p l u s i e u r s  

a n t i c o r p s  s o i e n t  p r o d u i t s  c o n t r e  un même d e t e m i n a n t  an t igén ique  et s o i e n t  

pl US OU moins bien adaptes  a sa s p e c i f i c i t l .  Par exemple, s i  1 'on i n j e c t a  

une 1 lmitee de ce1 1 ul es sp l én iques  d 'une s o u r i s  iimmisée par 1 a 

B g i l a M s i d a s e  3 une s o u r i s  i rradiëe, on observe au niveau du s ~ m  de la  

s o u r i s  restatirée, environ 43 a n t i c o r p s  d i r i  gt2s contre un détemi n a n t  a n t i  gé- 

nique de l a  B galactosidase, le rZper tDi re  p o t e n t i e l  t o t a l  d 'une s o u r i s  p e u t  

d o n s  etre estimé à 1 a product ion de 1200 a n t i  corps a n t i - 8  gal  a c t o s i  dase 
** 

( KOHiER, 1976) : S i  1 'on a n a l y s e  le sérum de cet animal , on ne dêtecte que 

5 à lO tp4c i f i  c i t e s  a n t i  g&i ques d i  f f g r e n t e s .  11 est donc quasiment imposs ib le  

de s é p a r e r  cas d i f f g m n t s  a n t i c o r p s ,  de  s o r t e  que lu anti sérums conventionnels 

cont iennent  un mélange d ' a n t i c o r p s  v a r i a n t  d 'un  animal à 1 ' a u t r e .  

L ' h e t g n i g h 4 i  te ml &cul aire des i m n o g l  obul i nes produi tes par 1 es 

t echniques  a r rvewt i  onusel les f u t  1 on 

tue, CE n'est qu'en 1960 qu 'une &tape d&ci s i v e  é ta i t  f r a n c h i e  grace 

1 ' u t i  1 i s a t i  on des  i m n o j l  obul i n e s  monocl onal es. 

Les an t i co rps  monoclonaux s o n t  des popula t ions  imunogl  obul i n i q u e s  

homogenes syn thg t i  sges par  un seul  cl one ce1 1 ul a i  re . 



Dans '1 ' organisme, chaque ant icorps  e s t  s y n t h é t i s é  par une 1 ignée 

ce1 1 u l a i  re unique, les lymphocytes e t  1 es plasmocytes qui en derivent .  

Supposons que 1 'on puisse i s o l e r  un de ces 0 lymphocytes et que 1 'on puisse 

l e  mttm en cu l tu re ,  l e  c;bone ce11 u l a i r e  qui en d e r i v e r a i t  synth&tisera i  t 

des an t i co rps  tous identiques d i r i g e s  a n t r e  I c  memire daterminant ant igenique.  

M l  heureusement, le lymlshocyte B ne se développe pas  en cul ture i n  v i  tm 

d i  où 1 ' idée  de KOUEI? e t  MIST'EIN ( 1975) d 'imnortal i ser le genome- lympkscy- 

tai re g r a m  d 1 ' hybridat ion ce1 1 u l a i  m. 

C)  Production d ' a n t i  corps monocl onaux 

fus ion d e  deux c e l l u l e s  d lama te uses leZe_toEs_,lo ...---- -- O------- 

COffON e t  MILSTEIN (1973) é t u d i e n t  le contrb le  geriétique de la 

synihese des imnunogl obuli nes. Deux series de g e n s  d i r i g e n t  cette synthese, 

l ' u n e  codant.pou~-lspa&le-vartéibleet l a  partie constante de l a  & a h @  lourde, 

1 ' a u t r e  pour 1 a région var iable  e t  1 a région constante de 1 a chat ne 1 égare. 

Ainsi , 1 ' an t i co rps  que s y n t h é t i s e  le lymphocyte est  code par  un a u p l  e unique 

de genes, un g&ne \I par  l a  partie va r i ab le  de 1 'inmunoglobuline, e2 un gène C 

par l a  p a m e  constante. Lorsque chacun des deux chrambsomes d e  l a  c e l l u l e  

porte un a l l è l e  d'un gène V su d'un gène C,  seul l ' a l l è l e  situe s u r  l ' u n  

âmes est a d  f , 1 ' au- est excl u. 

COTTON e t  MILSTEfN (1973) fusionnant  une ce1 Iule myélonzateuae de 

rat et une c e l l u l e  myilarrpateriçe de sour i s ,  pour savoir  si l ' exclus ion chro- 

mosornielue a1 1 él ique e s t  rompue e t  pour cennartre 1 es conséquences molecul a i  pess 

d'un tel phenomène. L'étude des séc ré t ions  imnunoglobul iniques de ces hy- 

brides montre une eambinaison variGe des chat nes syn.tk6tioka par les 

ce11 ules parentales majs j m i s  d 'associa t ion  dans une &me ehaine de 



fragment V e t  C des  deux myélomes u t i l  ises pour l a  fus ion .  Cette expérience 

prouve que les rég ions  V e t  C des immunoglobulines s o n t  codées par le même 

chromosome. On s a i t  maintenant  que 1 es sëquences d'ADN codant  pour les 

régions V e t  C des imrumogfobulines s o n t  skparées  p a r  une. s e q u e n e  i n t e r -  

cal a i  re appel & i n t m n .  Lors de  ? a matura t ion  de. 1 ' ARN , 1 ' i n t m n  est exc i  se 

e t  les s w u e n c e s  c o d a n t p o u r l e s  rég ions  .V e t  C s o n t  mises bout  à bout  pour 

donner  Y 'ARN messager qui sera e n s u i t e  t r a d u i t  en pro té ine .  Las données 

de cette expérience s o n t  t r a d u i t e s  schématiquement dans 1 a Fi gure 6. 

Cette expér ience  prouve- qu ' i 1 n 'y a pas d l exc lus ion  des a l  1 &laes parentaux 

dans l a  c e l l u l e  hybr ide  e t  que 1 ' information gCnétique propre aux ce1 l u l e s  

p a r e n t z l e s  est exprimée de façon codminan te  dans l a  ce1 l u l e  hybr ide  obtenue, 

imnortal  i sati on du_qénome B & & c y ~ ~ ~  2eme-ezge_=_ --------- ----- ------ 
De- e s  ~ S U I  tats encourageantâ n a q u i t  1 ' i dée  de fu s ionne r  une 

c e l l u l e  myélomateuse e t  un lymphocyte B ( K ~ L H E R  e t  MILSTUN, 1975). Ce 

Buteurs hybr ident  d e s  B iympho&tes de s o u r i s  inauni  sées par une suspension 

de g? obul es rouges de  mouton e t  des ce1 lu1  es de 1 a 1 ignée  myél ornateuse 

P j  X 63 Ag8 d é f i c i e n t e  en HGPRT d e r i v é  du mye1 ome Bal b /c  MOPC 21. Ils 

s b t i  ennent  après  s6l ecti on par  1 ' ami nop té r i  ne,  des ce1 1 ul  es hybri des den t  

ccktêi  nes  synthéti sent des a n t i c o r p s  spec i f i  ques du gl obul e rouge de mouton. 

Par cet;ee t echn i  que, 1 es a u t e u r s  d a o n t r e n t  1 ' imrnort%I i s a t i o n  du 

ggnome B 1 ymphocytai re e t  1 ' ob ten t ion  d ' une source  abondante d a  a n t i c o r p s  

monoc? onaux. Les ce? 1 ul  es myél ornateuses appor t en t  1 a c a p a c i t é  de mu1 ti pl i - 
c a t i o n  i n  v i t r o ,  l e  gdnome lymphocytaire s 'exprime dans les c e l l u l e s  hybrides 

neof orm@es e t  permet 1 a product ion d ' i m n o g l  obul i nes . 



FIGURE 6 : FUSION DE DEUX CELLULES MYEOMATEUSES : EXPERIENCE DE COTTON 
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Du fa i t  de l'expression codominante des genes parentaux dans les 

cellules hybrides, les hybrides cellulaires obtenus par fusion de cellules 

splén$ques et  de 1 a ce1 lule myélomateuse P3X63 Ag8 sécrëtrice d'une IgG1 

desouris sécetentdes hybridesmol~culaires. 11s produisentsimultané- 

ment 1 es darnes lourdes e t  les  chaines 1 eg&reo du my810me e t  du 0 lymptio- 

cy*, qui s 'associent dans un second temps. De tel s hybrides sont appel 6s 

HLGK ( H  pour "Heavy." , chafne lourde, L pour "Light" , chafne légere, G pour 

l a  chaine lourde du my&lome, K pour la chalne légère du myélome). 

Au premier stade de leur pro1 ifération, les ce1 lu1 es hybrides perdent 

une partie de leurs chromosomes. La perte des chr#nosomes ne semble pas se- 

faire au has,ard, Habi tue1 l ement, l es ce1 l u l  es 41 i m i  nent d' abord l es chaf nes 

lourdes H ou G, puis 1 ' une ou 1 ' autre des chaines 1 égères . L ' hybride HLGK 

devient donc HLK ou GKL q u i ,  à 1 eur tour, par 1 e même mécani ma, donnent 1 es 

variants HL, HK, GK, Gtet LK- (Fiaure 7) . Les variants HL sont sél e e i  nnnéc car i l  s 

expriment 1 e génome des 8 lymphocytes. L ' u t i  l'i sation de 1 ignée ce1 1 u l  aire 

n' exprimant aucune inaninogl obul ine, sinpl i f i e  1 e systeme de sélection grdce à 

1 ' abteneion directe d 'un hybride HL (Figure 7) . 

Depuis l e  travaux de K~HCER- e t  MILREIN (1975), de nombreuses 

souches myiilomteuses o n t  é t~3 exploitées pour leur apac9 t é  de fusion. L 'o-  

y3 g3ne e t  les caractê~is t i  ques de ces ce1 lu les sont résuWs dans le Tableau 

3 * 

r Les cellules imunes : 

üe nombreux criteres, corn  le modele experimntal, l a  iocaiisatiin 

par t i  cul ière de certai nes populations lynsph~cytai~es ou 1 a f aeil i t é  d 'obéenti 
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Par  clonage, o n  o b t i e n t  une population ce1 1 u l  a i ~ e  homogene i s s u e  d' une 

seu le  ce1 l u l e  s é c r é t a n t  donc une seu le  immunoglobul inc. 

G )  Production massive d ' an t icorps  monocl onaux 

La production massive d ' an t i co rps  monocl onaux peut dtre e n v i s a g e  

sous deux aspects  : 

- La c u l t u r e  massives i n  v i t r o  

- La productf on d ' a s d  te: i n vivo 

1 - La c u l t u r e  massive i n  v i t r o  
UIIIIII--UIIIUII- 

Les cl ones ce1 l u l a i  res hybrides peuvent G t r e  dével oppés en a i l  ture 

massive. Les a n t i c a r p s  mcinocl onaux synth4t isés  par les ce1 l u  les hybri des 

s o n t  excré tés  dans 1 e mil ieu  de cu l tu re .  Des concentrations de 1 ' ordre  du 

)ug/ml de protei na monoclonale s o n t  couramment observées dans ces mndi t i o n s ,  

mais va r i en t  largement en fonction du clone cei 1 u l a i r e  envisagé. Le surna- 

geant d e  tel 1 es cul aiires est un matéri e l  abondant pour l ' isolement des 

ant icorps  monocl onaux. Cette methode s ' appl i que s u r t o u t  .aux hybrides hétë- 

rologues qui ne peuvent etre i n j e c t é s  à 1 ' animal . 

2 - - h g ~ o n ~ l E ~ ~ ~  

Par l a  fus ion,  l 'hybr ide  c e l 1 u l a i r e  a c q u i e r t  l a  p ropr ië t5  tamori- 

genique des e l  l ul es mye1 ornateuses. Les hybrides ce1 l ul ai res homol ogues , 
i noculéa par voie i n t r a p 6 ~ i  trrnéal e chez un animal receveur h.l stacempatj b1 e 

conduit rapt  dement au devel o p p m n t  d ' une tumeur i ntraperitgnGa1 e d ' a s c i t e  

séc ré tan te  qui accompagne 1 a production d 'un 1 iquide d 'asci te ri de: en 

protei  ne monocl onal e. Les concentrat ions d ' ant icorps  rnonocl onaux son t  10 

à 1000 f o i s  superieures a c e l l e s  observées dans les su rnageane  de cu l tu re  

c e l l u l a i r e .  



Avant dd' aborder l e s  mu1 ti pl es domai nes d ' appl i c a t i o n  des ant icorps  

monoclonaux, nous concluerons ce  paragraphe par un résumé schématique des  

di fferentes etapes préai  dant  a 1 a production d 'un c l  one ce1 1 u 1 a i r e  h & r i  de - 

V I .  APPLICATIONS DES ANTICORPS MONOCLONAUX 

~ ~ H L E R  et  MILSEIN n ' avaient  pas mesuré 1 ' innanse portée de 1 eurs 

travaux, pourtant  i 1 s u f f i t  de parcour i r  1 a vol umineuse b i  bl i ographi e 

r e l a t i v e  aux ant icorps  monoclomux pour comprendre pourquoi c e t t e  découverte 

a r ep résen té  une "revol u t i sn  en i m n o l  ogi eh' . 

L' obtention de ces ant icorps  p u r i f i e s  en quan t i t é  " i l  1 i m i  teeY il 

ouvert  l a  voie  L d o  nolPbreuses Btudes qui jusqu ' a l  o r s  e t a i e n t  impossibles i& 

envisager.  L ' out3 1 monocl onal a très v i t e  deborde 1 e cadre de 1 a rechercha 

fondaPienta1 e pour s ' l n s c r i r e  dans une phase d ' expl o i  t a t i o n  industrf  e l  1 e . 
I l  s u s c i t e  aujourdl hui par le b i a i s  des indus t r i e s  pharmaceutiques des 

enjeux f i n a n c i e r s  consid6rables. en 1980, 25 m i l  1 ions de d o l l a r s  étaient 

invest3s dans cet te  M i n o l o g i e .  On estime qu'en 1987 l e  marche mondial 

des  a n ü  corps mnoc l  o n a u  a t t e i n d r a  500 m i l  1 ions de do1 1 a r s  (LIPINSKI e t  

HmmERG, 2380). 

Etlibl ir un catalogue systéioati que de 1 ' u t i  1 i s a t i o n  de 1 ' an t i co rps  

monoclonal s e r a i t  presque impossible en égard a l ' e x t r h e  dens i t e  des travaux 

ef fec tues ,  auss i ,  dans 1 es paragraphes suivants  envisagerons-nous , a 1 ' aide  

de quelques exemples, les d i f f e r e n t s  champs *dd'appl i ca t ion  de c e t t e  methodo- 

I sg ie .  



FIGURE 8 : PROTOCOLE DE. PROOUCTION DES ANl'TCQRPS iWNOCL3NChUX 
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A) Les marqueurs de popu l a t i  ons ce1 1 u l a i  ms 

L'étude des sous-pupulatf  ons lymphocytaires est  1 'un des exemples 

les pl us marquants du pouvoir de d i sc r imina t ion  a n t i  geni que appor té  par 

l ' a n t i  cicorps menocl onal .  I l  &irai t juaqta ' a l  o r s  d i  f f i  ei 1 e de  rel ier 1 ' express ion  

d'un marqueur f lymphocytaim à une: fonc t ion  b io log ique  précise, depuis  B79 

des -  a n t i  cmps monocl onaux s p ~ c i  f i  &es des thymocytes (Mc MICHAEet col 1 4 9 7 9  1 

des  lymphocytes T p?ri  phéri  ques - (ZË~BHERZ e t  col 1 .. 197%) ,des lymphocytes 

induc teurs  ( R E I E M E R Z . ~ ~ ~  col 1 . , 19795) ,des lymphocytes T suppresseurs  (REINHERT 
a 

e t  col 1 . , 1980a)ont  permis d ' e t a b l  ir. cette c o r r é l a t i o n .  

Les ant igènes  de d i  fferenci a t ion ti ssul a i  re 

tes an t i co rps  p rodu i t s  contre ce type  d '  ant igene  sont de. p r 6 c i w x  

ouGt=i Ts 1 ' Btude de  1 ' 6vol u t i o n  des d i f f e r e n t s  organes au cours  de 1 eut- 

formation. DAhCHAU et  co l  1 . ( 1980) , EISENBARTH e t  col 1 . (1979) d e c r i v e n t  

des a n t i  c o q s  monocl onaux spéc i f i ques  du neurone. 

C )  Les a n t i  gènes ubiqui t a i  res 

La fu s ion  de cal I u l e s  de s o u r i s  imminisées p a r  des  ce1 l u l e s  humaine? 

a p e m a  Ta p ~ e d u c t i a n  dian.kicerps monoclonaux s p é c i f i q u e s  des gmtspes oan- 

guins A, B, Q p e m t t a w t  de 1 a s o r t e  le grnupage sanguin (BARWABLG e t  col r . 

1978) . Des *actifs spikif i ques des gmupes d ' h i  s t o c w a t i  b i  1 i te HLA o n t  

Pecmwrit etfi d e c ~ i  ts dans 1 a revue general  e de BROOSKY e.t Co1 1 . (l980) . 

O )  Les an t igènes  tumoraux 

La mise en ev9den-e d ' a n t i gene  opéci f i q u e ,  p r e sen t s  à 1 a surface 

de ce1 1 u l e s  cancéreuses ,  es t  un autre a s p e c t  de 1 ' a n t i c o r p s  menoclonal . 
RIn ( 1980) prudui t un an t i co rps  apéci f i que des 1 eucemi es 1 ympha ti ques . 



LOCKNART e t  col 1. ( B80) , UOTILA et  col 1 . ( 1980) dacri vent des anticorps 

menocl onaux speci f i ques de 1 ' antigène carei noenbryonnai re e t  de 1 ' al pha- 

foetopruteine qu i  est aussi decele au niveau des tissus embryonnaires. 

Cet te  d&cauvepPg d&bauCha sur une app1 ication dire- au diagnostic de ces 

maladies. 

E) E tude des anti gènes parasitai res 

L ' extrême cosnpl exi t é  de 1 a mosarque anti génique parasitaire freine 

consi d é r a b l e n t  1 ' i nvesti gation des potenti a l  i tés vacci nantes de ces anti - 
ggnes. Les techniques cf assiques d ' imnunoadsorption coup7 ées à 1 ' uti 1 isation 

des anticorps monocl onaux condui Font  certainement à 1 a caracteri sation e t  à 

1 ' isolement des d i  fferents anti genes parasitai res comme à 1 ' étude de leur 

pouvoir imnoprotecteur. Des résultats en ce sens ont éte appor"ti2s par 

YBSHIDA e t  col1 . (1980) dans le systeme Plasmodium beruhei où un antigène 

da PM 44 000 a ei2 isol&. 

F) Application phanriacoloqique 

Les anticorps monocl orraux o n t  ouvert une nouvel 1 e 9erspecti ve dans 

1 e Wai%sanen.t spécifique des meurs  cancereuses. Le coup1 age d'une dmgue 

a n t i  anelyeuse, ou $"ne tox-i ne à un anticavs monoelonal spécifique de 

d&%enrrinant anéigéa;iiq%aa exprSmé par les cellules ml ignes permet une focali- 

sation çélect.ivç de 1 'açttvité toxique de ces substances sur les cellules 

cancéreuses. 

Ces résultats prometteurs i n  v i t r o  ont été obtenus par G!JILLIiAND 

et Col 1 . ( 1980) q u i  Induisent 1 a destruction de 180 59 des ce1 lules dc 

carsi nome col s ~ e c t a l  kmai n, grace au coup1 agc de  1 a chat ne, de 1 a ekai ne A 

de l a  toxine diphterique s u  de 1 a toxine du ricin un anticorps monocl onal 



specifique de ces cellules tumorales. Dans les mêmes conditions, aucune 

cytotoxi ci t é  n ' est  observ6e pour 1 es ce1 1 u1 es sai nes . La techni que da c~upl  age 

présente deux avantages indiscutables : L'utili sation de doses faibles 

de substance cytotoxique : la spécificité d i  action des toxines au niveau 

des ce1 1 ul es mal i grtes. 

G )  Appl i cati on au d i  agnosti c 

L'anticorps monoclonal est de plus en p l u s  uti l isé comme réactif 

b i  01 ogi que sp6ci f i  que dans 1 a caractori sati on de cortai nes 1 eucbi es (RE1 N H E X  

e t  col7 ., 1980b), mais i l  se révgle de p l u s  en plus, un instrument ideal 

pour la 1 ocal isation f i  ne des tumeurs cancéreuses e t  de leurs métastases. 

BAUOU e t  cal1 . (1978) produisent un anticorps monocl onal spécifique d i  un 

teratocarcin- d e  souri s e t  l e  marquent 1 1.1 125~. LI  anti corps monoci onai 

radiomarqué injecté chez 1 'animal permet par la  tedinique de scintigraphie- 

de localiser les foyers de cancérisation. Cette technique de localisation fine 

des foyers de canceri sati on trouvera certai nement uneappl i cati on d i  recte bans 

le traitement chirurgical d e  certaines tumeurs. 

Ce bref résume rCv&Te l e  large éventail d'appl icaff on de 1 ' anticaqs 

rnsnocl enal . Cette &thodsl ogf e p e m t  d ' aborder 1 es si tuati ons 1 es pl us 

d i  verses. De par son ext~&e spéd f i ci te ,  el 1 e permet 1 ' s b t e n t i  on de 

souche% adaptgea $ 4 a diâaec2ion des mÉtcani mes b i  01 ogi ques cmpl exes ta1 s qd F 

1 a repense imuni %ai re suaei S e  par 1 ' infecti on parasi taire. C ' est donc- dans ce 

centexte très parti eu1 ier que nous 1 ' avons envi sagée , afin de d e f i  ni r preci s&- 

ment l e  rdle de l a  réponse humorale dans l'établissement de 1 'imnunité 

a l'infectian experimentàle du rat par S. mansoni. 



M A T E R I E L  E T  M E T H O D E S  



f - C û N O l f  IONS DE CULTURE 

La production d ' ant icorps  monocl onaux s ' appuie e s sen t i e l  1 m n t  s u r  1 es 

techniques de ctr1tur-e c e l l u l a i r e .  Gel1 es-ci doivent  permettre l e  maintien- des 

dfff6mntes l ignées c e l l u l a i r e s  dans un g f a t  physiologique le plus favorable  

s o i t  8 1 'oblzntion d'un rendement de fus ion &levé  (callules my4lomteuses) ,  

s o i t  a l a  socnit ion optimum dlimnunoglabuli nes (ce1 1 ules hybrides) .  On comprend 

donc que le choix des mi 1 ieux de cu l tu re  ce31 u la i  re s o i t  un f a c t e u r  determi- 

nant au s u c d s  de 1 ' hybridat ion.  

A )  Les m i  1 ieux de c u l t u r e  ce11 u l a i r e  

La nature, la  cornposition e t  1 ' u t i l i s a t i o n  des d i f f e r e n t s  milieux de 

culture employés dans n o t r e  t r a v a i l  s o n t  résumées dans le tableau 4. 

B) Uti 1 i s a t i  on des ce1 1 u l e s  noum'c iëres  

Si dans l a  $ lupar t  des cas, le simple renouvellement du milieu de 

al Wm- s u f f i  t a 1 ' e n t r e t i e n  des 1 i gnées ce1 1 ul a i  res , deux étapes essen t i  e l  1 es 

dams l a  pmduetisn des a n t i m r p o  menoclenaux requ iemnt  des conditions de 

a l  &ras ~ Q U ~ E S  par"bEjcu1 i g r e s  l a  phase dé  sGl8ction des hybrides ce1 1 u l a i m s  

e t  1 a phase de el  mage .  Dans ces deux cas, 1 ' u t 1  1 i sa t ion  ci 'un t a p i s  de a 1  l u 1  &* 

plciurd c i  gres ~ ~ V O P S  se 1 a ml ti p l  i a t i s n  sel 1 u l  a i  re en apportant  aux ce7 1 ules 

hybrides isolées de nombmux f a c t e u ~  de croissance e t  en pa r t i c ipan t  au 

maintien d'un pH physiologique compatible au developpemnt de ces c e l l u l e s .  



TABLEAU -P 

COMPOSITION ET UTILISATION DES MILIEUX DE CULTURE 

CELlULAIRE 

s 

Nature Cornosi ti on U t i  1 i sati on 

Milieu A culture des cellules 
myél ornateuses et hy- 

bri  de5 

Mi lieu B Milieu WEM ( a )  

4 x lOo3 M NaKO3 
25 mM HEPES 
100 U I/ml peni ci 1 1 i ne 

Fusion e l  1 ul aire 

50 pg/ml streptomycine 

pH 7,3 
Y 

Milieu HAT Milieu A contenant : 
1 x 1 0 ~  M hypoxanthi ne 
4 x M minopterine 
1,6 x 1og5 M thymidine 

S6iecti~on des 
hybri dés ce1 1 ul ai  rros 

Milieu HP MSlieu HAT sans aminop- Cul ture des sel 1 ul es 
térine hybrides (transi t i  on 

entre 1 e mi 1 i eu HAT 
et le  milieu A) 

A -. r 
a) DMEM: Rnilieu de Eaaglemdffie parDul$emaà4,5 g/l de glucase , . ; j  

(GIBCO, U.S.A.) r 

b) AANE : acide amin6 non essentiel (GfSCO, USA) 
c )  SVF : slrum de  veau foetal décomrsl &mente ,par chauffage I h il 56'C 
d) DMEM : milieu de Eagle modifie par Dulbeccoà 1 g/l de giueose (GIBGO, USA) 



1 - N $ $ g ~ ~ g ~ , ç ~ l & l $ ~ ~ g ~ ~ $ ~ 5  

Diffgrentes sources de ce1 lu1 es nourri ci ares peuvent etre envisaghs, 

des souches fibrublastiques irradiées, des thymocytes, nous avons pour notre 

part emgl oy& des ce1 1 u 1 es péri toneal es adhérentes de souris Bal b/C ,consti tuees 

de nacapsphages e t  de  ce1 1 ul es f i  brobl asti  q u e .  La p~ésenee de  macrophages 

dans 1 e tapis cg1 1 ul a i re  nwmi eieiv p e m t  1 ' BI i d  nation rapide des dtibri s 

ce1 1 ulai res issus d e  l a nécrose des. ceIlul es myél omateuses 1 ors de 1 a phase 

de sélection. 

2 - Préearati on des ce1 1 ul es noum' ci 8res --- --IIUIIIUHIII------- 

- Les ce1 1 ules nourricieres sont prélevées à 1 ' ai d e  d ' une seringue par 1 avage- 

de la cavi-te péritsrtéaie de souris Balb/c d e  2 a 3 mois par 6 ml de milieu A 

- ï2 ml d'une suspension ce1 1 ul  aire sont réal is& en m i  1 ieu A ii part i r  de 

la tetal ité des ce1 lu1 es péritonéales rétol &es p a r  chaque lavage ; 

- des fractions aliquotes de 0,s ml de la suspension de cellules p@ritonértles 

sont réparties dans les 24 alvColes d'une plaque de culture ce1 lulaire 

(Nunclon 24 alvCo1 es) . Dans 1 e cas précis du clonage, les 12 ml de suspension 

de cellules p&ritonéal:es sont distribues a raison de 50 pl dans les alvéoles 

de 2 plaques de culture cellulaire de type Nunclon (96 alvéoles) 

- les plaques da u;91ture sont incubees à 37OC, en atmosphere humide à 5 % 

de  Ca%. 

- a p e a  48 heures cd ' i nabati  on, 1 es ce1 1 u 7 es non adherentes sont 41 im4 nées 

pas aspiration drn surnageant cellulaire, laissant au fond des alveoles un tapSs 

sel 1 ulai re essentiel 1 -nt constitué de ce1 lu1 es f i  brobl astiques e t  de madm- 

phages 



II - LES LIGNEES CELLULAIRES MYELOMATEUSES 

Nous avons exploité 1 a capacité de fusion ce1 1 ul aire d e  deux ce1 1 ul es 

myélomaterrses : la souche P3X63Aj8 (KQHLER e t  MILSEIN, 1975) skrétant 

une IgG1, issue. du myelyelome d e  souris Bal b/c  MûPC 21 e t  l a  souche IR983F (8AZlH 

e t  a l  1 . , i98Oh)nsn productPi ce e t  non sécPétantE, i s o l b  d 'un imntln06ytme 

de rat LûU/ C. Ces deux 1 i gn& my6l omateuses sont résistantes 20 yg/ml da 

8 azaguani ne et  présentent une d6f i ci ence en Hypoxanthi ne guanine phosphori -. 

bosy 1 transf &%se ( E. C.2.4.2 -8) . 

III - LES CELLULES IMMUNES 

El1 es sont isolees de 1 a rate d'animaux infestes depuis 25 a 35 jours 

par lOQO à a00 furcocemi res de. Sc m~jt6onC, soi t  d'  animaux imuni séa par 

une fracti on gl ycoprutei que semî -puri f i ée de vers adu l tes. 

A)  S y s t w  d'infection exptirimentale du rat 

i - g ~ ~ - ~ ~ c ~ ~ > l g $ ~ ~ ~ ! ! p ~ ~ ~ - & ~ g ~ - ~ - ~ ~ - ~ g ~ - W ~ ~ & ~ , t o ~ ~  

La souche de S. mvteonC utilisée dans notre laboramire est d'origine 

sud-é@ricaina e t  a et& iaglêe en Guyane: Hollandaise. L'hbte intermédiaire 

e s t l e  mol lusque 8 6 0 ~  

Chaque mol lusque est i n f  ec* par 18 m9racidi unis obtenus aprés éc1 osion 

des oeufs pré1 evés chez l e hamster infecté. 

Aprea 21 jours d'infection, les mollusques sont expos&s 3 l a  l u~ i$se ,  

e t  à une température de 20°C. Ils SibSmnt Ics furcocercaires, fames fnPec* 

tantes pour 1 ' h6te vertebre. Les hamsters sont infectés par baignade dans de 



1 ' eau desi onisée eoatenant  environ 900 furcocercai  res . Après péndtrat ion 

t r a n s a t a n & ,  l e s  f u r e o a r c a i r e s  se transforment en schistosornules qui 

a t t e ignen t  le s t a d e  adu l t e  en 35 a 40 jours. La ponte des oeufs debute a l o r s  

e t  les oeufs sa 1 agen t  dam le f o i e  e t  1 es i n t e s t i n s  du h a a n t e r  infe-. Les 

vers  adul W peuvent etre a l  leetCs par parfusion du f o i e  e t  des veines 

& e n U r i  ques aprir%, 45 jours  d ' i nfestf on. 

2 - bfnfÈa$ig;&pt 

Des rats Fischer w LOU/C femell es ( 180 a 200 g) son t  aiaintenus en 

décubitus dorsal .  Sur l 'abdasien rasé, on applique un cylindre métal1 ique de 

2 cm de diamètre maintenu par une bande adh6sive.  Igns ce cyl indre ,  on p lace  

une suspension aqueuse contenant 1000 d 2900 furcocerea i res  de S. m r u ~ 6 ~ v c i .  

Le passage t ranscutané  s ' effectue pendant envi m n  30 minutes, 

1 - ~ l \ e o ~ ~ ~ g - l '  a n t i  qène 

Il s ' a g i t  d'une f r a c t i o n  s e m i - p u r i f i e  de glycoprot6ine de vers  adu l t e s ,  

ob&nut par 1 ' adsorption s u r  une colonne de Sepharose couplée a 1 a concanava- 

1 i ne A ( ConA) de 1 ' a n t i  g h e  S. mcu~eong préparé sel on CAPRON e t  col 1 . ( 1968) , 

. 1 0 0 p g  d'  ann g&ne S. 4 d  ~ ~ S S Q U S  dans 2 ml de taaipan acfitate de s ~ d i u m  

0,1 M pH 6 (NaCl M, CaC12, f+@C12, MC12 0,081 H) sent d&psses sur uns a l  onne 

Kg115 (0,9 snra de d i a & t r e ,  15 cm de haut)  (Phannacta, Uppsala, Suede) contenant 

10 ml de Cod SBpharose en tampon acé ta te  pH 6 .  

- Apres '80 mn da contac t ,  1.a colonne est lavée pendant 2 heures par  100 m l  dc 

tampon ace ta te ,  a f i n  d'éliminer l e s  produi ts  non fixés 



- Les glycopro té ines  s o n t  6 luées  p a r  50 ml d 'une s o l u t i o n  0,2 M dans 1 'eau 

démi n&ral i sée d e  2 D Manno-pyranosi de ( 1 ndus tri e B i  o l  ogique Françai se) 

- L'el u a t  est dialyse 24 heures  con t r e  5 l i tres d ' eau  d a i n g r a l  i sée p u i s  

concent r6  à 1 ml d a n s  une ce1 i u l e  Ami con munie d 'une membrane PM 10 

- L'Glua t  concentré  est f Y t t r C  sur f f l t r e  M l l i p o r r .  0,45fm. l a  a n c e n t n i t i c r i  

pmtfiî que  est &va1 u& au SpeCtmphotOSnetr@ UV à 280 nm ( 1 uni t g  de d m s  i tg 

op t i  que = 0,8 mg/ml de  prot&i nes ) . 

2 - &tetele d ' i r m w t n i s a t i ~  

UJO pl de 1 a so l  u t i o n  an t igénique  contenant  50 & 103 p g  d e  gl ycogro- 

t e i n e  s o n t  injecfes  en p r é s e n c  de 100 pl d ' ad juvan t  c o ~ p l e t  de Freund (ACF) 

dans les a u s s i n e t s  p lan ta i res  d'un 'rat LW/C (180 à 200 g )  . Un mois p l u s  

tard, une seconde i n j e c t i o n  de l a  même dose d '  an t igène-  e s t  effectuée, 

t o u j o u r s  en présence d ' ACT par voie  sou$-cutan4e, au n i  veau du fi anc. Une 

Roirièrr i n j e m o n  de 50 100 J J ~  d' ant igene  sans sauvant est p ra t i quée  

par  vo i e  i n t r ave ineuse ,  3 S 4 jours avan t  l a  manipulation de  fu s ion  ce1 lu- 

1 a i  re: Un dé l a i  de. 2 & 3 moi s est respecté entre l a 2&e e t  1 a 3be  i n  je& en 

d ' a n t i  g&ne, 

La mite des animaux infectés ou i m n i s é s  est p r é l e v b  stCSsi1emePi.é. 

Une suopenai on e l  l ul a i r e  est abtenue par komog8nbi s a t i o n  de 1 a rate en 

m312eu S dans un hsisisg6neiseur d e  v a m  muni d ' un  p i s ton  la&. Les c e l l u l e s  

sp len iques  son t  e n s u i t e  l a v é e s  cieux f o i s  en mil i e u  B .  La s épa ra t i on  des hénta- 
I 

ties e t  des lymphocytes spI&niques s ' o p e r e  dans un tube stérile de 25 ml 

(STERILIN, Teddi ngton M i  dd lesex ,  Engl and) s u r  un g r a d i e n t  de  f i  col 1 /métrf- 

zoate de sodium p~éparl5 cornene s u i t  : 

- une ccluche de 8 ml d'une s o l u t i o n  B 9 ,6  % ( p / v )  de métri m a t e  de sodium a t  

à 5,6 % ( p / v )  de Ficol1 



- une couche de 2 m l  d 'une  s o l u t i o n  à 7,7 % (p /v )  de  m8t~izoate de sodium 

e t  a 4,s % (p /v )  de F i a 1 1  . 

' L e s  ce1 1 ul es sp1 én iquet  regri ses dans 8 ml de mil i eu B sont  d i sposées  

à l a  s u r f a c e  du gradi ente Apds 10 minutes de c e n t r i f u g a t i o n  a 800 G, 1 es 

lympkc~.ytes s e n t  r&aap&r&, clans la a u & e  intemkckiai re du g rad ien t  e t  .son% 

3a.vés deux f o i s  par  50 ml de mi 1 ieu B. Les hématies sédimentent  au fand du 

tube. Le protoc01 e expérimental d e  1 a prepara t ion  est résumé dans l a  f i g u r e  9. 

IV - LA FüSION CELLULAIRE 

La technique d e  fus ion  c e l l u l a i r e  u t 4  l is& s ' i n s p i r e  aes t ravaux d e  

HOWARD et  col1 . ( 1977) , Mac KEARN e t  col 1 . ( Un) e t  de  CtEVINGER e t  coT7 . 

A )  AqenP d e  fus ion  

La fus ion  c e l l u l a i r e  est i n d u i t e  par l e  p o l y ~ t h y l ~ n e g l y c o l  (PEG) 

dim2tbiylsulfoxide (DMSO) ,  30 g de PEG 1500 s o n t  d i ssous  dans 42 ml de tampon 

phosphate 10 inn, NaCl I S ~ M  , PH 7,2 e t  0,2 m i  de  OSO. La so lu t ion  est stéri- 

1 i sge  à 1 ' autoclaue LS mn à i 2 l 0 C .  

La fusiari est PéLalis~e dans idsi tube i3 cmP4fugêt i~n  conique de 50 m? 

(CORNING,  S A ) .  



FIGURE 9 : PREPARATION DES CELLULES IMMUNES 
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Les ce1 l u l e s  my61omateuses lavées 2 f o i s  par  50 ml de milieu B (iili- 

minatdon du serum de veau f o e t a l  qui inhibe l a  fus ion)  s o n t  ajoutees aux 

lymphocytes spl6niques dans la proportion d'une c e l l u l e  de m y e l m  pour 10 

ce1 1 u l e s  spl &niques. Le cul o t  ce1 1 ul  a i  re mixte obtenu ap* une centrffuga- 

t90n d e  5 rnn à. 400 G es t  t ra i te  par 1 m l  de l a  s o l u t i o n  d e  PEG/DSO ajout& 

en 1 mi n u t e  ssuo agi tzti on d o u a ,  pu i s  par  1 m l  ,  et^ 20 m l  d e  m i  1 i eu 6 aJout&s 

respectivement en I mn e t  4 ma, toujours  sous a g i t a t i o n  douce (1 a solu t ion  

de PEG/DMSO e t  1 e m i  1 i eu B s o n t  s t a b i  1 i ses 8 37* au bain-marie) . Les ce1 1 ul es 

son t  ensu i t e  lavées en mil ieu B pour el iminer T'excgs de PEGfDMSO. Une sus- 

pension ce1 1 ul a i r e  contenant  5 x 105 ce1 1 ul es par  ml est  réa l  is&= en mil i eu A 

à partir du c u l o t  ce1 l u l a i r e  f i  na1 . Des f r a c t i o n s  a l  i quotes de 1 ou 2 m l  s o n t  

~ e k r t i e s  par a1 véol e de plaque d e  c u l t u r e  ce1 1 u l  a i r e  (NUNUON, 24 a l  v a l e s )  

contenant un t a p i s  de ce1 1 ul es n o u m  ci gres. Les plaques s o n t  tncubees en 

V - SELECITON DES HYBRIDES 

La wpul a t i  on e l 1  ul ai re ,  abtenue après 1 '4tape de fusion con t i en t  de 

nanbreusas ce1 1 u i  es rn*l anateuses n ayant pas f u ~  onne, i 1 est dknc necessair-t 

clYinhtber l e u r  pml 'if'iaratfow La stilect3on s ' opè re  par le mi1 iw HAT 

(L EUî, l.964). Le pP-inelpe de s&lect ion  i n d u i t  pas- 1 'awm4nopitbt-i na a 6tP 

nt Serit  dans l a  figure 3. 

A p e s  24 heures de cu l tu re  des ce1 1 ules en m i  1 feu A ,  1 m l  de m i  1 ieu 

e s t  rempl ac& par 1 m l  de milieu HAT, cette operation e s t  Peop&t&e las  2 jour5 

suivants  pu3a faus l e s  5 jours .  Les ce1 Iules aant géngral emnt cul ll vaes 

pendant 15 a 21 jours en nsi 1 ieu  HAT puis en m i  1 ieu HT. 



Les populations ce1 1 u l a i r e s  hybrides présentes dans les d i  ffsrentes 

a l  v&l es r é s u l t e n t  en général de 1 a mu1 ti pl i ca t ion  de pl  usi eurs  ce1 1 u l  es 

h y b ~ i d a s  i ni  t f  a l  es d o t é s  d !acti v i t &  synthét iques t e s  différentes. Le 

clonage pemt 1 'isol d'une popul at'fon a l  1 ul a i  E hamogene . i ssue  d 'me.  

Le cl uuawdoi t 4tre pra t ique  rapidement aprës 1 a ca rac te r i sa t ion  d'une 

population hybride exprimant un ca rac te re  i n t é r e s s a n t  car les c e l l u l e s  les 

plus ' 'prolifiques" supplantant  rapidement les c e l l u l e s  a faible potent ie l  de 

mult ipl icat ion.  

A )  Principe  

Nous avons cho i s i  pour le clonage 1 a technique. de di 1 ut ion  1 i m i t e  qui 

cons is te  à r é p a r t i r  une suspension ce1 1 u l a i  re & rai san de X m l  par  a l  véoie 

d'une plaque de. culture c e l l u l a i r e  mais de  telle façon que ces X ml ne con- 

t iennent  qu ' une seul e ce1 l ule.  

U r t e  oisspensi on contenant 20 ce1 1 ul es hybri des par  ml  de m i  1 ieu est 

rep%rtAe a raison d e  5 0 ~ 1  dans 1 es al véol as d 'une  plaque de  cul turc ce1 1 ul a i r s  

de type 'NUNaON, (96 al  u6cles)  mntenant  un tapis d e  c e l l u l e s  pér i ton8ales  

adhemntes de s o u r i s  Bal b/c. Aprés 24 heures de cul tu=, 100 pl de  m i l  i eu 

sorte &joutes dans chaque a lvéole ,  1 e m i  1 i eu  est renouvelé tous les 5 j ou r s .  

Les plaques de c u l t u r e  son t  observées tous  les jours ,  les pmiers ci Dnes 

appara issent  apres 8 à 15 jours de cu l tu re .  La sé lec t ion  des clones 



S '  opare s u r  1 e s u r n a g e a n t  'des a l v b l  es p r é s e n t a n t  un cl one  unique.  Les 

cl ones  p m d u c t e u r s  d ' a n t i c o r p s  s p é c i f i q u e s  s o n t  sel e c t i o n n e s  e t  r u 1  t i p l  les. 

VI1 - PRODUCTION MASSIVE D'ANTICDRPS MONOCLONAUX 

t ' &tude des aelPvf tes b i  o l  og iques  des anti  carps monoc? enaux comme 

les t e c h n i q u e s  d e  cêrac%gr9 satrion e t  d' i s o l  -nt des an t iggnes -c i  b l  es niSces- 

s i t e n t  u n e  phase  de p roduc t ion  massive  de ces a n t i c o r p s .  

A )  Product ion i n  v i t r o  

Ne d i s p o s a n t  pas d ' u n e  u n i t e  de c u l t u r e  c o n t i n u e ,  les s u r n a g e a n t 3  de 

c e l l u l e s  hybrides s o n t  *col tés au niveau d e  f l a c o n s  de culture . c e l l u l a i r e .  

Des f l a c o n s  de c u l t u r e  de 75 cm2 de  s u r f a c e  (FALCOW) c o n t e n a n t  40 à 50 ml  

T de  milieu A s o n t  e n s g m e n d s  paP 10 cal l u l e s  h y b r i d e s  e t  s o n t  i n c u b é s  a 

37OC ( 5  % C02) pendant 48 heures.  Les s u r n a g e a n t s  d e  c u l t u r e  s o n t  alors 

réml tés, c e n t r i f u g & s  5 minutes a 400 G e t  c o n s e r v é s  à -20°C jurqu ' a  

l e u r  u t i l i s a t i o n .  

B)  Product ion i n  v i v o  

Cette v o i e  u t f l i s e  las p r o p r i é t é s  tumorigéniques  des ce1 I u l e s  hybi-l- 

d e s  qu i  i n j e c t 6 e s  chez un animal histowqatible, i n d u i s e n t  rapidement  l a  
6 fomti on de tumeurs sÉrcpêtraiees ; fa x 10 ce1 1 ul  es hybr ides  h o m l  ogues 

(Ra t /Ra t )  s o n t  i n j e c t e s  p a ~  v o i e  s o u s - a l a n &  cher le  mit LOU/C. Celui-cf  

d6veloppe en  3 d 6 semaines une tumeur sous-cutanée.  L ' hotnog&néisation des 

tameurs S O U S - e u t a ' n ~ s  en m i l  i e u  D M  ( h o m g e n e i s e u r  muni d 'un p i s t o n  1 ache)  
8 permet 1 ' o b t e n t i o n  d '  une grande q u a n t i  t& de ce1 1 u l e s  hybri  des  (5  x 10 B 

8 
8 x 10 ce1 lu1 e s )  . Les ce1 1 ul  es hybr ides  s o n t  a l  o r s  i n  j e c t g e s  dans 1 a eavi tP 

7 p é r i t o n é a l e  du r a t  LOU/C ( 5 x 10 c e l l u l e s  par inscu lum) .  L Y n j e c t i s n  

i n t r a p é r i t o n e a l e  des c e l l u l e s  hybrides i n d u i t  l a  fo rmat ion  de tumurs 

d ' a s c i t e  dans les 7 3 15 j o u r s  s u i v a n t s  1 ' i n o c u l a t i o n .  %O B 60 ml de 



1 i q u i  de da asci te  peuvent &km al ors ponctionnes à 1 '  ai de d ' une seri ngue 

tous les  3 à 5 jours. Cette opération peut être repé* 2 a 3 fois  au 

maximunt pourle même animal. 

La tecRn4que de - double-diffiasion en gel deePite par OUCHTERLONY 

(i.958) a pe in ls  1 ' ident i f3  caA3 on de 1 ' i sotype der anticorps monocl onaux 

sécr6tés par 1 es hybri des  ce1 1 u1 aires . 

Les e a c t i  om di imanrnodi ffusi on sont réal i s&es en gel di agamse 

a 0,9 % ( Indubi ose A37, Industrie B i  01 ogique Françai se) de  2 m d ' epai sseur 

pdparé en tampon barbital sodique pH 8,2. 

Les p u i t s  de depdt  sont découpés d 1 ' emporte-pigce s u i  vant l e  



Le p u i t s  cenépal raçuit 125 1 de  surnageant  de culture da c e l l u l e s  Y 
hybrides ,  1 es pui t a  pé r i  phéri  ques 20 1 d'  a n t i  serum monospéci f i que a n t i  -Ig@a, Y 

-anti-IgG2b, IgG2c, anti-IgM, anti-IgA au ant i - IgE de r a t  aimablement con f i é s  

par l e  Pr H. BAZIN e t  préparésse l  on BAZIN e t  col l . (1974). 

La d i f f u s i o n  s-' op&'@ en chambm hmde b 1 a temp4saéure du labora tof  m 

pendant 4.8 heures. Les 1 aues sont enou-i te  lavés 4 fois en sol u t ion  d@ NaC1 

9 g/1 pendant 12 heures pu.% 6 heures en eau dés.ion9sée. Les lames s o n t  P @ ~ U - -  

vertes d l  un pap ie r  ~ h a t m a n '  nO1 humidif ie ,  sécirées pu is  col o r ée s  p a r  le b l e u  

de Coonwssie. 

. IY. - MISE m EVIDENCE DE LA SPEcrncrn ANTI-SCHISTOSOW MANSONI DES TMMUNO- 

GLOBULINES PRODUITES 

La présence d a n s  les surnageants  d e  culture c e l l u l a i r e  d ' an t i co rps  de- 

s p b c i f i c i  t g  anti-S. m&riboni a 6té décel ee pa r  l a  technique d' imnunofluorescenaz 

. i n d i r e c t e  sur coupe de schis tosomvles  e t  de schis tosomesadul tes .  

A) P r inc ipe  de l a  r é a c t i o n  

La f i x a t i o n  s H c i f i q u e  d '  a n t i c o q s  sur l e s  rnotiffs an t igeniques  du 

p a r a a i t e  est r&gl geo pair un sgmm anti-irmirogl obul ine de ra t  marque a la 

P ' l u o r é s c ~ i n e  : 

8 )  Protocole  

Nous u t i l i s o n s  pour  cette technique des sehistosbimrles "mécaniques" 

préparés  s e lon  RAMALHO-PINTO (1976) : 



- 2000 d 3000 fu rcocerca i res  sont' p l a d e s  dans un tube de verre e t  sont  

maintenues dans 1 a gl ace pendant une heure pour permettre 1 eu r  imrnobi 1 i sati on 

e t  l e u r  sedimentati  on. 

- Le surnageMt e s t  él imine e t  les f u r w c e r c a i  res son t  soumi ses ii une forte 

agf tati on pendant 2 mi nutes. Cette etape e n t r a f n e  1 a rupture  de 1 a queue de 

1 a fumcertaf ro qui i nduf t sa tmnsformat i  on en sdii stosoml es. 

- La, suspension obtenue es t  déposes s u r  8 ml de mi 1 ieu minimum de Eaglé (MEPI) 

tamponné: à. pH 7,3 contenu dans une b u r e t t e  de 20 ml. 

- Les schi stpsomules s o n t  récuper4s sous forme de cu lo t  après 20 minutes 

de s&dim@htati on e t  son t  1 avés 2 f o i s  en tampon cacodyl a t e  de sodium (O ,1 U 

PH 7 2 ) :  

- Les schi  stosomul es s o n t  fixés pendant une Mure  par  une sol  uti on de gl u- 

t a r a i  dghyde d 0,4 %, 

- A p d s  2 1 avages en tampon arax&l;atede- sodium ('9,1:4 pH 7,2) . 1 es sdri sa- 

somules s o n t  i n c l  u s  dans le TIS~TECX. (LABTECK PUOOUCTS, USA) et  congel & 

8 -70°C. 

- Des coupes da 8 p sont rCa1 isbs au m i  crutame à wng6la t lon  (-20°t) e t  sont 

pl a c h s  s u r  des 1 ames t r a i  tees par une so l  ut ion a 0,75 09 ( p h )  de gglatine. 

- Les coupes de schistosomules sont  conservees à -20°C. 

- Avant 1 e u r  util i s a t i o n ,  1 es coupes de schis tasoaules  sont  fi x6es ZO ,mn 

a - 2Q°C par 1 ' acétnne. 

2 - PdgarotS on des c o u p s  de sekiolosmes adul tas 
-QI - - - - M l l l s = O l D  -b--C1110090*0--------- 

La m i  se en évi dence de 1 a spéci f i  cité a n t i  - S. meaeboni des antri corps 

produits  a eté auss i  envisagée s u r  des coupes de 4 de s c h i s t o s o m s  adul tes  Y" 
i nc lus  en paraffine. La tedinique de preparat ion des coupes de vers  adu l t e s  

e s t  r6surnée dans l e  tableau 5. Chaque bloc  de parâfff ne contient 300 d 

400 schistosomes prélevés chez l e  hamster infecté depuis 40 8 45 jours. 



TABLEAU 5 : Inclusion en paraffine des schistosomes adultes - 62 - 

E tapes Nature du bain 

Fi xati on 16 heures Fi xateur de ,BOUIN 

Deshydratati on 5 mn 

5 mn 

5 m 

10 m 

10 mm 

IQ ma- 

- 1 Q m  

10 mn 

10 m 

10 mrr 

10 mn 

EtRano1 à 50 % 

Ettianol a 50 x 
Ethano1 à 50 % 

Ethano1 B 70 X 

Ethano1 à 78 % 

Ethano1 à 90 % 

Ethanol à 90 % 

Ethanol à 90 % 

Ethanol absolu 

Ethano1 absolu 

Ethano1 absolu 
- 

inel uai on 30m To 1 uène 

30 mn 10 1 uène 

3ü mn Toiuène 

I heure paraffine a 56'C 

1 heure . paraffine 56T 

1 n u i t  paraffine à 56'C 

Des $1 oeâ d'inclusion sont obtenus par tPansfert; des vers dans un mu1 e 

dao sa1 idif.ieatf - con-wawt de l a  paraffine fendue à 5 6 Y .  La sol ictif9caQion 

3 Composition du fixateur d e  BOUIN : 

Hz0 d i  sti 1 1 &e 

Acétate neutre de cu'ivîl- 

Aci de p i  cri  que 

F O ~ I  a 40 x 
Aci de acétique 



Des coupes de 4 son t  r é a l i s 6 e s  au microtome e t  son t  fixees sur Y'" 
des 1 ames de v e r r e  par une sol  ut ion de gel a t i n e  a 0,75 A (p/v)  . 

Les coupes de  schistosomes adultes son t  dëparaff inees (3  bain de  

tol uene, 5 mn) e t  réhydra teas  (1 bain d'6thianel absc11 u,  10 mn ; I bain 

d i  ethano1 à 88 % , IO mn e t  1, bain d'éthansl 8 60 %, 

El 1 e se d6roul e en deux temps : 

t Fixation de 1 ' an t i co rps  sur les- coupes de p a r a s i t e  : 

- 50 1 d e  s u n a g e a n t  de cul ture de  ce1 1 ul  es hybri des, concentrés P 
3 f o i s  p a r  lyophl l i  s a t i  on ou 50 p l  d ' a s c i t e  d i  1 uée s o n t  dEposas 

SUP les coupes de  p a r a s i t e  (30 mn) ; 

- les lames s o n t  l avées  3 f u i s  en tampon phosphate 10 mM pH 7,2- 

Revélation de l a  f j x a t i o n  de l ' a n t i c o r p s  : 

- 50 pl de sCm de lap i  n . an t i  -inarnogl obul i nes de rat nmrquê I 1 a 

f l  uorescéine (MllESdYEDA-LTP , 'Israël ) di 1 u&s au 1/40e sont 

deposés s u r  les coupes de p a r a s i t e  ; 

- après 30 mi nutes  de corrtact à 1 ' obscuri tg, 1 'exces d ' a n t i  s é m  

est 4liminC par deux lavages da 10 minutes par 100 y l  de tampon 

phosphate 18 d pH T,2, et par un lavage de 10 minutes îar une 

solutdon au 1/18 QOO de Bleu Evans en t m o n  phosphate de 

- 1 goutte de glyc6rol I 50 % ( v / v )  en tampon phosphate pH 7,2 

est placée sur chaque coupe 

- 1 es 1 ames recouvertes d':une 1 amel le  sont observées au microscope 

dote d' une source de 1 um3 er=e u1 t r a v i s l  e t t e .  



Les r é s u l t a t s  sont  exprimés en c m i x  (O a 4 cro ix)  en fonction de 

1 ' i ntensi  té de 1 a fl uosgscence observée. 

O 

x : POUF chaque exp4rfence nous avons ut4 1 isé des teniof ns de 

deetian t r a i e s  d m s  les s a n d i  Hons : 

. t W i n s  négat3fs : 

- ti5min s~ruffi  de r a t  sain df1& au 1/10e 

- m i n  tampon phosphate de sodi m 

- t é m i n  surnageant de culture ou l iqu ide  d ' a s c i t e  de 

ce7 1 ul e myél oma-teuse 

. témoin pasi  tif 

- s4rum de rat i n f e c t é  par Sc m w o k  d i  1 u& au 1/10e. 

X - INVESnûATTON DE L ' A C f I V I E  BIOLOGIQUE D E S  ANTICORPS PRESENTANT UNE 

b ' a c t i v i t e  biologique i n  v i t r o  des ant icorps  p e s e n t a n t  une 

speci f i c i  te a n t i ~ S .  nuuiaoni a &te explorée par l e s  techniques de serotoxid te 

Le pr inc ipe  de cette méthode a &té dacri  t pt-êcédemnt dans l e  

chap i t r e  1. 



2 - Milieu de culture 
- O I I U I I I I I I L - O I I I  

Le milieu de culture utilisd est le ms'lieu HLEG : Hydmlysat de lac- 

talbumine 0.5 % Earle, Glucose (GIBCO, Grand Island , N . Y . )  auquel on qjoute 

200 Ul/nl de pénidll ine e t  SQ g/ml de stmptaydne. P 
3 - _oo~;~d_drfstQs~es 

Les sciiistosonniles sont préparés i n  v j t m  selon la  méthode de ClEGG 

e t  SMI Ï 'ERS ( 1972) . 

Un carré de peau de 3 an de &té eSprélevé stérilement sur 1 'abdomen 

rasé d'une souris Swiss mdle $g& de 3 mis. Ce fragment est d&graiss& par 

grattage e t  tendu entre 1 es deux cy 1 i ndres d 'un récol teur ( Fi gure 10) . 
La partie i nfëri eure du CD 1 1 ectwr contient du mi 1 ieu Hi& maintenu L 37' dans 

un bai n-tnarie, l a partie superieure est 1 ai ssee à Lmpérature anrbi ante e t  

reçoit 2 ml  d'une suspension aqueuse contenant 10 000 cercai res infectantes 

ciremnt &ri ses. 

Dans ces conditions, 1 es cwcaires traversent 1 a peau, en trois heures. 

Les sdiistosomules sont récupérés au fond du récolteur. 

- I ~ ~ e e b c _ - ~ l t ~ s t  
Le â & m  de abaye obtenu partir de sang p~.bievB par penc$ion irrt.ra- 

ccrrdiâqsra mnstSQc l a  SÛIUYC~ du c-lhent. 

5 - it@~~t-~~rgx&~ (ÇAPRO!! e t  col 1 ., 1974) 

1 0 0 ~ 1  de surnageant de culture cellulaire, concentré 2 fois  par lyophi- 

1 isation, ou 100 pl de 1 iquide d '  ascite di lué  au 1/8e en milieu HLEG sont incubes 

dans une a lva le  de plaque de culture sel lulaire (type NIJNCLON 96 Alvéoles! f.Pi 

présence de 50 schistosomules en suspension dans 60 pl de milieu HLEG, e t  44 



FIGURE 20 : PREPARATION DE9 SCHISOSOMULbS : SCHMA D'UN RECOLTEUR - 

e = Suspension aqueuse de cerai ma 

P = f~agment abdoml na1 de Peau de souris Sui ss 

â = les a ~ h i ~ ~ f m u l e a  "Peau" sont l "gc~ei11 i a  3 h é'ineubat8on 



de sérum de cobaye frais.  Pour tenir compte de 1 a serotoxi ci t O  non speci - 
f i  que du serum de cobaye, l e s 8 m  de  cobaye frai s est remplac5 dans 

ce r t a ines  alvColes t&mi ns par  40 pl de s & m  de cabaye d & c m p l 8 m t C  

par ehauffaga (30 mi nutes a 56*C) . D e s  WSi na i ntgmea de réacli ons sent 

I i n  pusiHf : s&reinr de nt iafecté 

2 témoino néga t i f s  : s & m  d e  ra t  sain 

surnageant ou 1 i q u i  de d ' asci tes de 

cellules mye-lomateuses 

Les plaques sont incubéss d 37OC ( 5  % de (32).  La lecture s'effectue après 

4 JWPS d'incubation. 

6 - &re_ssiqn_s des  rés^^^ 

b ' ac t i v f e  l&thale est exprimét en powcentage ae schistosoffluies 

m m  par  apport au n&re total de schistosomules présents dans chaque 

alvéole. 

8 )  Etude de 1 a cytatoxi cité dependante d '&si  noohi 1 es 

Le pr"inc3pa de l a  rn@thedt a étE &cri t dans l e  cfiapitPe 1. 

Le $13 a l t u r e  ut51isée e s  le ME% : Ehglc's mtn+rnm essewtial 

nedi m ( 1ns.t-i étsé Pasteur Pmducti en, Paris ) contenant 1 Qa de s 8 m  de 

mt sain inactivé par chauffage (30 m i  n u t e s ,  56 OC) 20ng/rnl de tri pepti de 

syntheti que Gl ycyl -Hi sti dyl -Lysi ne ( Cal bi  ochem. , San D i  ego , Ca. ) ( P ICURT 

e t  col 1. , 1973) , 100 Ul/inl de p h i  ci 11 i ne et 50 pg/rnl de strepQmyci ne. 



2 - Peparation des ce1 lules effectrices 
-00 ----------------------------- 

10 ml d'eau physiologique sont .injeet& dans la cavit6 intraperitonëale 

a des rats Fischer Wles ou LOU/C n$1 es. 48 heures plus tard, 1 es ce1 iules 

sont psblevha par 1 avages da 1 a cavi tg peritoneal e par 29 ml de mil ieu dg 

GUI tiare contenant 25 IU/ml d ' h6pa~inate de cal cium (Laboratai ré CHOAY , PARIS). 
La suspension ce1 1 ul ai ~e obtenue es t  enri chie en bsinophi 1 es en 1 aissant 

adfieret- les ce1 1u;lks pendant 2 heures a 37'C dans un fi acon de cul aire ce1 lu- 

laire de 25 & de surface (C06BYI2lG, USA). La populat5on ce1 lui aire non adh4- 

rente contient 40 d 90 % d ' 6osi nophi 1 es et 4 à 10 4R de mastocytes. 

50 schi st~someiles préparés sel on la méthode de U E G Û  e t  SMITHERS 

( î97Z) , en suspension dans 50 y1 de m i  1 i eu d e  cul trie sont inpibés 24 heuras 

à 31°C en présence de 100 ~1 da surnageant da cul u r e  concuitré 2 fui s par 

l--phi 1 i sa t i  un, o c d e  50 pl de 1 iqu i  de d ' ascite dans 1 es al veol es de pl aque 

Qe cuiterre (NU:JCtON, 96 alv4oles). 

- 
ID0 pl de 1 ia suspensi on ce1 1 ul a i  re enri chie en Busi no~n i  1 es sont 

alors ajoutés (rapport ce1 1 ut e, effectrice/ci b i  e : 6000/1). Le pourcentage 

de cymtoxi s9 ti? est  &val rs6 après 48 heures d l i  nabation à 3l0C ( 5 % CQ2) . 

 pou^ chaque exp6~7 ence, pl usi eurs twi ris sont *al i ses : 

- 1 tfmo3n ;pasi,teV : s 8 m  de ra t  infecté depuis 28 jour3 ( d i  1 u6 au ei1/4e) 

- 2 témoins nkgatifa : 1 sentm de rat sain d i l u e  au 1/4e 

1 surnageant ou 1 iquide d' asci t e  de ce1 lulesmyélomateuoes 



Pour tenir compte de 1 a toxicite non spécifique des éosi nophi 1 es,  

des t ao ins  sans cellules sont réalisés, la suspension cellulaire est  

rnnpl acet par 100 pl de m i  1 i w de cul ni re .  

4 - Exg~gggPeQg~~gg&jg 

La pwmenbge d e  cytctéasxici tg eompond 8 9 a  moyenne réal i sée sur 

deux essai a ,  du nombre de schi s ~ s m l e s  mo- par rapport au nombre total 

des schi st~somul es présents dans 1 ' al  véol  e de CU 1 t u r e  . 

XI - EVUDE DE L 'ACI" IVTÏE  PROECTZICE DES ANTICORPS MONOCLONAUX 

L ' etude de 1 ' acti vi ttE protectri-ce des anti corps monocl onaux anli - 
S. n a w o n i  a été envisagb grâce aux expériences de transfert passif . 

Exo&rSences de transfert passif d e  l'immunité 

Deux souhes d' anticorps monocl onal o n t  éte u t i  1 isées pour nos ex* 

tiences, le' surnageant de al ture ce1 lu1 aire des hybrides ce1 l u1 aires h&t+ 

mlogues S O U P ~ S  x ra t  ou le .liquide d'ascite induit par les hybrides ce1 lu- 

laires hasoiologues rat x ra t .  

Bans 1 t cas prés? s de 1 ' IgM synthétisée par le  cl one ce1 1 ul ai r? hét& 

rolsg~e A=-148, 2 ml de ausaageent ancent* 3 fois par 1 yophil isatian sont 

injectés par voie  inWaveinekzîe dans la  veine de l a  queue da rat Fischer 

femelle ( l m  b. 200 g) 24 heures avant P 'im"err"cion par 1080 certaires de 

S. 

POUP 1 'anticorps monoclonal de classe IgG2a produi t  par le  elone 

hybride homologue 842-11, 2 m l  de l iquide d'ascite o n t  é t é  injectés dans 

l a  veine du pénis du r a t  LOU/C ( 180 2 200 g) 4 heu~es ap+s une infection 

par 1000 3 1500 cerca! pecj de S. oml .  



L ' a c t i  v i  tg pratec"LPi ce des ant icorps  monocl onaux v i  s-à-vi s de 1 ' i n f  ec- 

ti on par S. nianboni a et5 appréciée par 1 a comparai son de 1 a charge parasi-ipe 

i n s t a l  1 ee chez 1 ' animal t r a i t e  par  1 ' a n t i  corps monocl onal , par rappor t  aux 

groupes d '  i n fec t i an  throi ns ayant  reçu s o i t  2 ml d ' une so l  u t ion  sa1 i ne phy- 

si 01 ogicpie (NaCl 0,9 X dans 1 ' eau di  sti 7 1 ée) , s o i t  2 ml d e  surnageant ou de 

La charge- p a r a s i t a i r e  a été évaluée par  l a  technique de peirfusion de 

poumon 4 j ou r s  après 1 ' i n f e c t i o n  (SHER e t  co l l . ,  i974b)ou 21 jours  aurès 

1 ' i n f e c t i o n  par  l a  technique de perfusion de f o i e  (SMI?HERS e t  TERRY, 19650). 

1 - la_,jrfu~ion_-&~~~n_ 
Les animaux i n f e s t é s  depuis 4 jours  son t  sacri.fies., l a  cage thoracique 

est ouverte e t  !es. poumons s o n t  prélevés e t  hacirés en petits fragments à 1 ' aide 

d 'une paire d i  ciseaux. Les fragments de poumon s o n t  incubés en mil ieu MEM 

contenant  1 f;  d '  h6par-i ne dans un tube a centrifuger tonique,  muni d 'un tamis 

de gaze stérile pendant 16 heures  à 37.C (Figure 11). L e s  scMs@soaules  

présen ts  dans les poumons migrent  dans le  m i l  i eu  de cul t u r e  e t  sedimentent au 

fond du tube. Un choc hypotonique de 2 mi nutes  par  2 m l  d 'eau di sti 11 ée permet 

l a  l y s e  des globules muges contaminant le a i l o t  de sédimentation. Les schisto- 

o m l e s  s o n t  a l o r s  t m n s f g r g s  en tube da Leighton e t  camptés sous micmscope. 

2 - Peî-ksion de f o i e  
----OLIICIPaDiJ- 

le f o i e  des artimux infe-s depuis 21 jours  est  pelevé ,  e t  perfusé p a r  

i njee t ion  de 60. ml d 'eau physi 01 ogique à 1 5 d "h4parine dans le 1 a e  vei mux 

hepatique. Le per fusa t  est t r a n s f é r é  dans un ve r r e  a pied où les pa ra s i t e s  

sedimentent en 20 minutes. Le surnageant es t  51 imine e t  les globules  rouges s o n t  

l y s e s  par addi t i  on de 30 ml d ' une so lu t ion  de NaCl à 4,5 g/1. Après une nouvel l e  . 

s€?dimntat ion de 20 m i  nu te s ,  les vaps t r a n s f e ~ é s  dans une bo t t e  de Petri s o n t  

comptés sous 1 oupe -bi nocu 1 a i  m .  



FIGURE Il : PREPARATION D E S  SCHISTOSOMULES DE "POUMON" 



Le pourcentage de protection es t  donne par l a  f o m l e  suivante : 
(moyenne du n&re de) (moyenne du nombre de)  

meyenne du nombre de 
p a r a s i t e s  du gmupe tWi n 

X r -  PURIFTCATION D E S  ANf lCORPS MONOCLONAUX 

Les t e d t n i q u e s  décr i  tes par  BAZIN e t  CO 7 1 . (l974) o n t  éte appl i quées à 

1 a p u t i f  i cat i  on des  ant i  corps monocl onaux produ.i a. 

A )  Anticorps de classe IgM 

Les  anticorps dg cl asse IgM sont p r é c i  p i  tés 40 % de saturation ?inal  e' 

en su1 fate d ' aniaoni um .a partir des =ci tes di 1 uk au 1/2 en eau physiologique , ' 

ou B p a r t i r  des smageants de culture ce1 1 ul aire. 

Troi  s étapes de pecipi tati on suc=essives de 30 mi nutes à 4OC sont 

t-éal isbs sous agitation.  Le p r é c i p i t e  f i n a l  est dissous en + m o n  T r i  s i l C 1  

0,005 M pH 8, NaCf 2 % ( p / v )  NaN3. 1 % ( p / v )  e t  dialyse 48 heures  antre 

1 e &me tampon. 5 ml de 1 a sel uti on dialysée sont déposes  sur une calonno 

de gel fi 1Watiori de tgrlsc ACA 34 de 26 m de dt m&tm e t  1000 mm de haut. 

Le pm.Ver= pic ab-nu cnimajaand aux IgdYl (Ti gui-% 1CD) . 

Les  anticorps de classe IgGZa sont p r e c f p i t ë s  a 50 % de sâwratAon en 

sulfate d'amnonium à partir du 1 iquide d'ascite dilue au 1/2 en eau physiolog-ique.  



T r o i s  cyc les  de préci pi  tati on successi i s  de 30 m i  n u t e s  à 20°C 

s o n t  e n t r e p r i  S.  Le préci p i  te f i  na1 est  d i s s o u s  en eau physiologique e t  dialyse 

24 heures contre une s o l u t i o n  d '  eau physiologique,  puis  48 heures  c o n t r e  

un tampon Tri s-HC1 (0 ,O5 Pi, pH 8) . 5 m l  de 1 a so l  uti on d i  al ysée s o n t  deposes 

sur une a l  onne eciiangeuse d'  i o n s  d e  type DEAE-cell ul ose (Sephacryl , IBF) 

de 25 x lQOB m. ka p m e i n e s  s o n t  g l u e e s  par UR tasiipon Tri s-t(C1 (0,05 M - 
O,05 bi NaC1). Le diagr- d16 lu t3on  est d é c r i t  dans l a  f i g u r e  12. 

Lez-gefcb~s de classe 10% 

Les a n t i  wrps monocl onaux de sous -cl asse IgG2c s o n t  p r é c i  p i  tés 

b pH 6 par de l'eau distill6e. 19 volumes d 'eau distillée s o n t  a j o u t é s  d 

1 vol rmiro de 1 i q u i d e  d'ascite ou d e  s u r n a g e a n t  de cul tum. Le préci pi* est  

d i s s o u s  dans une s o l u t i o n  de NaC1 b 2 % ( p / v )  à pH 7 ,  trois c y c l e s  de p e t i -  

p i  t a t i o n  s u c c e s s i f s  s o n t  eflectuéi. 



Fiaure 12 : PURIFICATION DES ANTICORPS (BAZIN et' c o l l . ,  1974) - 

&"5 

O olume d'élution 

D i  s t r i  buti  on des di ff Srentes cl asses e t  sous -cl asses d ' i mmunogl abul i nes 

de rat en cfiamatograptii e sur col onne de DEAE ce1 1 ul ose. 

Distribution des differentes cl asses e t  sous-classes d'imunogl oDu1 i ngs 

de rat en chroma tograph i e sur col onne 6 200. 



C H A P I T R E . I V .  

R E S U L T A T S  E T  D I S C U S S I O N  



PRODUCTION D'ANTICDRPS ANTI-SCHISTOSOMA MANSOH! 

Ne disposant  pas dans un premier temps de c e l l u l e s  myélomateuses 

de r a t  explo i tab les  dans l e  système de fusion çe ' l l u l a i r e ,  nous avons envisagé 

l a  pmduet i  on di mff corps monocf onaux de rat dans 1 c cadre de 1 ' hybridat ion 

h8tgre'i oguô, u e  1 i s a n t  dros ce7 l u l e s  myél anrateuses de s o u r i s  Ba1 b /e  e t  les 

c e l l u l e s  mpleniqugs de r a t  F ischer  i n f e s t é s  par S. mansonS. 

L 'e tude  q u a n t i t a t i v e  e t  q u a l i t a t i v e  des- populations c e l l u l a i r e s  

hybri des a i n s i  obtenues nous a permis de cerner  cetta? ns paramètres de 1 a 

réac t ion  d ' hybri d a t i  on ce? 1 ul a i  re . 

La seconde é t a p e  de nos t ravaux a cons i s t é ,  grdce à 1 ' u t i  1 i s a t i  on 

de  la  souche my6lomatwse de r a t  LOU 12983F à p r o d u i n  c i i f fe ren tes  1 igndes 

ce1 1 ul a i  res hybrides h o m l  ocues. 

A )  Le svstëme d'hybti dat ion  h é t e m l  oaue : s o u r i s / r a t  

1 - Cinét iaue de mu1 t i o l  i c a t i o n  des ~ o ~ u l a t i o n s  ce1 1 u1 airesBbggg 
~---d-~-----"-LI-..---~.~---rni...œ--œ-..--w-NN- 

Dans ce s y s t b ,  les p ~ e m i  ères mu1 ti pl i ca t i ons  ce1 1 u1 a i  res son t  

génépalembpt observ&s 4 a 8 jou r s  après  l a  fusion c e l l u l a i r e  mais des mu'lti- 

pl  i cat=iorw p l u s  tQldi vea s ' o p & r e ~ t  jusqu 'au 25be jour. 

A f f  n de &al i ser une e tude  c ine t ique  du dével oppgynent ce? 1 u l a i  re, 

nous avons a rb i t r a i r emen t  de f in i  cerne critere de 1 a mu1 t i p l  i c a t i o n  c e l l u l a i r e ,  

l a  date  de prélèvement des surnageants  ce1 1 u l a i  res hybrides ,  au ni veau des 

a lvéoles  presen tan t  un tapis ce1 1 ul a i  re confluent .  



Les r é s u l t a t s  résumés dans 1 a Figure  n o  13 r6vèl  e n t  une v a r i a t i o n  

i m p o r t a n e  dans l ' a p p a r i t i o n  de ces popula t ions  c e l l u l a i r e s  hybrides e t  in- 

d i q u e n t  un taux maximum d e  pré1 evement dans 1 a pé r iode  de 12 & 17 jours  cor- 

respondant  8 75 % des hybr3 d e s  ce1 1 ul a i  rea obtenues.  

LI rendemgnt de f u s i o n  c e l l u l a i r e  a 6 t é  a p p r é d é  par le  r a p p o r t  

du nombre d ' a l v é o l e s  p r é s e n t a n t  un développement c e l l u l a i r e  s u r  l e  nombre 

t o t a l  des  a l v é o l e s  réal i s 4 e s  aprés f u s i o n  : 

nombre d ' a l v é o l e s  p r é s e n t a n t  une m u l t i p l i c a t i o n  
Rendement de fus ion  = 

nombre total d ' a l v é o l e s  de c u l t u r e  

639 popula t ions  c e l l u l a i r e s  hybr ides  o n t  &té i s o l é e s  d p a r t i r  

des 987 a l v é o l e s  i s s u e s  de 11 mani pu1 a t i o n s  d ' h y b r i d a t i o n  s u c t e s s i v e s  , s o i t  

un rendenient de 63 fo. Cette val eur t r a d u i t  1 a moyenne réal isee sur 11 mani- 

pu1 a t i o n s  d ' h y b r i d a t i o n  mais en réa1 i t e  des rendements compris e n t r e  -0 e t  

198 % peuvent ëtre observés .  

Ces v a r i  a r i  ons cens i  dé rab l  es s ' expl  i q u e n t  p a r  1 a mu1 t f t u d e  des 

fac te~rrs  mis en jeu D entre autPe, 1 ' e t a t  physiologique des c e l l u l e s  au mo- 

mnt  de 9 a, fusion, 9 e stade de matura t ion  des lympttacytes s p l e n i q u e s  

( A N D B O N  et =Ba, 2378) les asirdftions de l a  Iusi on ce1 lu1 aire,  

1'aff.fcae'itg du t a p i s  c e î l u l a i ~  n ~ e t m i c i é r ,  etc..- 

3 - Etude de 1 ' a c t i v i t é  a n t i  - S .  manso ni ,  n a t u r e  des i s o t p e s  exprim es 
-----o---------o--------------------------------- ------ 

La technique d '  immunofluorescence i n d i r e c t e  s u r  coupe de scfris- 

~ a m T  es des 639 pspul a t i o n s  ce1 l u  l a i  ms hybrides a eanduif  S 1 ' i d e n t i f i  catTo-i' 



ides cellulaires 
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de 91 'populat ions ce1 1 ul.ai res s e c r g t a n t  des a n t i  corps a n t i  -S.  mansoni , 
ce qui correspond 1 14 % des hybrides ce1 lu1 a i  ES obtenus. Dans cas  d i f fg-  

~ e n t s  cas, une i n t ense  f luorescence est r€vé1 ëe au niveau mernbranai re 

L'étude du gentenu inniernoglobulinique des surriageants mani fes tan t  

une a c t i v i t é  anti-S. mansoni a été envisagée en double d i f l u s i o n  en gel 

d ' agarose ( Figure 15 ) . Le Tabl eau 6 regroupe ces resu 1 ta ts  . 11 nous 

f a u t  sou1 i gner  ce stade que, ne d i sposant  pas d ' an t i  sérum s p e c i f i  que 

des IgGl de r a t ,  e t  ana lysant  des surnageants  de populations hybrides non 

cl ones, ces i ~ o n n a t i  ans doivent  e t r e  accue i l  1 ies avec prudence quant  A l a  

w d l  a t i  on entPe 1 a n a t u r e  des i so types  exprimes e t  1 ' a c t i v i  t e  dece1 ab1 e 

Deux i so types  s o n t  parti cul i &entent bien représen tés  : 1 @s IgM 

e t  les IgG2a. Le f a i t  que 33 : des surnageants  a c t i f s  en immunofluorescence 

s&cPgtent de 1 ' 1 gM peut  s ' expl i quer  dans 1 e cadre d e  1 a réponse immunitaire 

primaire,  phase qui c e m s p o n d  à une &léva t ion  importante du taux d '  IgM 

séri quese 

25 Z des pepul rations eel l u1 a i  pes nybri des productr i  ces d ' ant icorps  

awti-S. manson9 s%ePoètent de 1 ' IgG2a. Cette p a r t i c i p a t i o n  importante des I g e a  

peut s ' i nsmi re dans 1 a dynami qua de 1 ' i n f e c t i o n .  i n  effet,  1 es iyn$hocyter 

spl éni qves p d l  eves dans 1 a per i  ode de  25 1 35 jours  de 1 ' i nf ecti on doivent 

conteni r un taux &7 evB de lymphocytes B p roduc teun  d ' 1 gG2a si 1 ' on se refere 

ara taux maximum d ' IgG2a seri que observé à c e t t e  periode ( CAPRON ët Col 1 . , 1978a ) 

11 e x i s t e m a t  donc une ca r r6 l  a t i o n  directe e n t r e  1 'exprrossion de CEZ 

isotype i n  v ivo  l o r s  de 1 ' i n f e s t a t i o n  e t  son expression p d f ë r e n t i e l l e  par les 



Figure 14 

I m n o f l  uorescence i ndi recte sur coupe de schi stosomul e : 

Surnageant d 1  hybri de cal 1 ul aire producteur dl anticorps antl -S. mansoni -5 



Figure 15 

a) Susnageant de culture de ce1 Iules myél omaterises 

b )  Surnageant de cul turo de ceIl ules hybrides non cl onees 



TABLEAU 6 

Isotypes exprimes ( a )  Nombrr d ' hybrides crl 1 u? a i  res Pourcentage d ' hybrides 
exprimant ces isotypeâ a 1  1 ulai  res  expt%ertt 

ces isotypes (b) 
-- - 

I ~ G  t a t a l e  ('1 
S gG2a 

1 g= 
1 gG2c 

1 gM 
IgG2a, IgG2c 
IgGZa, SgM 

Ig-, IgG26, IgM 

( a )  L'isotype est détermin6 s u r  1 1 0 ~ 1  de surnageant de culture d'hybrida 
ce1 1 u1 a i  re non c l  oné, par double-di ffuaion en gel d ' agaruse en pt-ésence 
de 25,ul d'antisérums spécifiques de c l a s s e  e t  s o u s - c l s s e  d'imminoglo- 
bulines de rat (BAZIN e t  col1 ., 1974) ; 

( b )  Pourcentage d é t e m i n e  s u r  90 surnageants de ctiltzlres d'hybrides ce11ulaires 
séc&tant des ant icorps  spécif iques de S.  mansoni décel ables par inmiuno- 
fluorescence i ndi recte s u r  coupe de schi stosomu l e ; 

(c )  Surnageants d l  hybrides ce? 1 u l  a i r e s  n ' ayant  donné qu 'un a rc  de précipi t a r ion  
en présente ci ' a n t i  sérum ant i  -immunogl obul i ne G t o t a l e  de r a t  ( CAPPEL , USA) 



populations c e l l u l a i r e s  hybrides i s sues  de l a  fusion de lymphocytes B 

sp l  éni qug p r é 1  ev& a cette p f  ri ode. 

L' é tude  du d i * a g r a m  de m l  ti pl i cati on des hybri des homol ogues 

(Figure 13 ) révG1 e un 1 eger ' retard de ml ti p l  t c a t i on  par rappor t  au syst&m? 

heterol ogue ai  nsi  qu ' une di s p e n i  on importante  aes del  a i  s de prS1 Svement. 

A1 o r s  que 85,4 % des popul a t i o n s  ce1 1 ul a i  ms hybri des hé té ro i  ogues 

s o n t  prélevés dans l a  p l r i ode  de 11 L 20 jou r s  ap* l a  fus ion  a l  l ul a i e ,  

46,l qR le sent dans le syst- homo1 ogue. 

Le retard de  ml t t p l  i ca t ion  observe dans l e  systhe homo1 ogue 

s ' expl ique c emi  nenént par  une d i f f e r ence  d ' adapta t ion  des souches a 1 a 

c u l t u r e  i n  v i t r o .  La souche myél.omateuse de r a t  IR983F a Ète i so lb  recem- 

ment par rapport aux a 1  1 ules  my6l omteuses  de s o u r i s  ampl oy&s dans le syr- 

terne hetêrol ogue. Des manipulations d '  hybridat ion homologue récentes  nous o n t  

m o n H  une diminution s e n s i b l e  du temps de l a  phase de l a t ence  pdcédant 

2 - , ,~pg*~~~" ,<g . fga ,~~ 

683 popul a t i  ons al l u 1 a i r e s  h y b ~ i  des ont et& obtenues à p a d  r 

des 1681 a lvéoles  de a l t u m  c e l l u l a i r e  i s s u e s  de 9 manipulations d'hybrida- 

t i o n ,  ce qui représen te  un rendement de fu s ion  de 38 % .Mais c m e  dans le  

cas de 1 ' hybr ida t ion  hetemlogue c e t t e  vilerrr v a r i e  considerablement : 0 l 90 2 



Bien qu 'un rendement de fusion de 38 R pa ra i s se  modeste par rappor t  à ce1 ui 

des hybri da t i  ono heterul  ogues , i 1 e s t  d i  ffi ci 1 e d ' effectue?- une comparai son 

e n t r e  ces deux va leurs  é t a n t  donné 1 a d i f f e r ence  de concentrat ion ce1 1 u l a i  re 

*partje par a l v b l e  de  cul kire pour 1 es deux s y s t h e a  d 'hybr ida t ion .  

na ture  des isot l lgts  ~ x D ~ ? * s  - ~..oIIIIIIIIIO * - ~ I I O U I I  

P a n i  1 es 683 surnageants de popu 1 a t i  ons ce 1 1 u 1 a i  res hybri des . 

étudi  és par  inmnunofl uorescence i n d i r e c t e  s u r  wupe  de sdiistosomul e s ,  23 

i ndui s e n t  une i ntense fl uorescence qui t radui  t 1 a prosence d ' a n t i  corps 

d i r i g e s  cont re  1 a sur face  des schistosomul es, s o i t  3,6 2 des su rnageanu  

&tudi&. Six d ' e n t r e  eux mani fes ten t  d e  plus une a c t i v i t é  p o s i t i v e  aux 

niveaux de stmctums in t e rnes  du schistosame adul te .  Ces 6 surnageants 

proviennent de manipulations de fus ions  c e l l u l a i r e s  an t r e  l a  souche IR 983 F 

e t  les lymphocytes splkniques de r a t s  immunises p a r  l a  f r a c t i o n  semi-purifiée 

s u r  ml onne de, Concanaval i n e  A Sepharose. Cette f r a c t i o n  semi -puri fi& de 

vers adu l t e s  indrri t chez le 1 apin l a  production di  antisgrum reconnaissant  

l a  surface du s c h i s ~ s o m u ' l e  e t  les s t r u c t u r e s  i n t e rnes  du schistosome adu l t e .  
(Tableau 7 ) ,  

C )  Discussion 

ixroa"cvê; des deux aystt%es est -peu a is& du f a i t  de l a  

d i  v e r n i t 2  des ce1 l u 1  es mpl &ni ques et mye1 mateusers m p l  oy&s. b'  hybt-9 da t fon  

hltitmlogrsti ~ Y i l  -ioanat des c s l l u l e a  spl6niques de r a t  Fischer  e t  des ce1 l u l e s  

mye1 m a t e u s e s  de sou r i s  Bal b/6 parafe  p l u s  e f f i  cace quant au mndement en 

hybrides s e c r é t a n t  des an t icorps  a n t i  -S. mansoni . Mais cet a spec t  s 'expl ique 

peut-ëtre  par une d i f f e r ence  de suscep t i  b i  1 i t é  1 ' i n f ec t i on  des deux 

oeuches dé r a t  (LOU/C e t  FISCHER) . Pour tan t ,  bien que aas ebse~%?a"e oons i ndi QJlfrF 

une i nci dencr p l  ras f a i b l e  d ' hybrides homl  ogues pmducteurs  ci ' a n t i  corps a n t i  - 
S .  mansoni , nous avons général i se l e u r  exp lo i t a t i on  , ca r  i 1 s présenten t  1 ' avantage 



b u m  da Lywmcms 

Rat LWR' i n f m b  par ap+ + . 1- 



d ' une grande stabi 1 i té. La rnajori t é  des hybri des ce1 1 u 1 a i  rea hé-rol ogues 

dont nous disposions a accuse une perte  t o t a l e  de synthèse d 'ant icorps 

anti-S. mansoni .après 15 à 20 jours de cul ture  in  v i t r o .  Les hybrides 

hm01 oques a4'Y~ent de pl us 1 a possi b i t  i t 6  d 'une procdutctfon rassi vc de 

1 -i qui de aoej t ique  dont 1 a concentnt9  on en anticorps monocl onal e s t  100 

a 1000 f a i s  supérieure d ce1 1 es escompt6e dans l e  surnageant de culture 

~ $ 1 1 ~ 1  aire.. 

I I  - PREMIERE APPROCHE DES ACTIVITES BIOLOGIQUES DES ANf7CL)RPS ANTI- - 
S .  MANSONI PRODUITS PAR HYBRIDATION 

D i  sposant de surnageants contenant des ant i  c ~ r p s  anti  -S .  mansoni 

d '  isotypes d i f fe ren t s ,  i l  é ta i . t  essent ie l  de réal  iser une étude de l e u r  

potentiel  l e  a c t i v i t é  biologique i n  vi trc. Cette approche soulève un point  

impoptant. : l e s  ant icorps produits  par 1 a technique de fusion ce11 u la i r e  

sont-i 1 s capabies d '  indui re  une cytotoxici t e  vi s 4 - v i s  de schisLosomule 

comparable a ce1 1 a des ant i  corps présents dans l e  sérum de r a t  infecté. ? 

Pour e p e n d r e  à e e t t e  question deux systèmes d'gtiide ont  &te 
envi aagh : 

- %(a sya de cytotoxi  c9té d&pendarit du ampl énsgnt 

-- 1 e ~ y a t & m  de C ~ E D ~ D X ~  c j  t e  &pendant d ' eusi nsphi l e 

A )  Invest i  qatisn de 1 ' a c t i  v i  S ,cytotsxi aue dépendante au comol ément 

L ' invest i  c$tion de 1 ' ac t iv i  te cytotoxique dependante du ampl&- 

ment a &té envisagé s u r  l e s  di  f f e ren t s  surnageants des populations ce1 1 u- 

1 ai  ?es hybr3 des h&t&ml  oguea e t  hsasl ogues moni f estant une ac t i  v i t e  anS9 - 
S.  mansoni . Les Tableaux 8 e t  9 i 'l l r a o t ~ c n t  nos ~ b s e r v a t i o n s  . 



TABLEAU 8 

Cytotoxi ci  te deoendante au cornu1 ément : i tuàe des surnageants 

des hybri des héttirol ogues 

5 de cyto toxic i  te (b 

d i  antri carps . expi-imks en présence sans 
soBe4 f i  que 

Surnageant (4  

All-3 
All-7 
All-29 
All-35 
All-38 
À11-43 
All-55 
AU-71 
All-72 
A129 17 
A12-50 
A U -  148 
A U -  149 

A230 29 
A23 -44 

Surnageant de 
c e l l u l e  de 
myélome ( C I  
S e m  de ra t  

sa-in i d )  
S ? r m  de ra t  

i n f e s t e  ( d l  

-- - 

IgG2a IgM 

r'* 
IgG2a IgM 
IgG2a I F  

1 gG2a 

1 gM 
* IgM 

1 gG2a 

1@ 
I@ 
I9M 
19M 
f gM 

IgG2c, IgM 

I g m ,  IgM 

( a )  Les svrnageants de c u l t u r e  e t  les sérums de r a t s  s o n t  i nac t ivés  par chauffage 
2 h ,  a 5e0c 

( b )  Pourcentage de cy to tox i c i  t é  mesur6 a p e s  4 jours d ' incuba t ion  d 3i0C en présence 
de 40 1 de sérum de cobaye f r a i s  ( s o u ~ c e  de complément), s o i t  en présence de Y 40 1 de serum de cobaye chauffé  2 h r  à 56OC (Grnoin sans complément) 

( c )  l~q! de surnageant de c u l t u r e  de crllul .eS(hyûrides ou m y ~ l o m t e u r e )  concentr' 
2 f i s  par l yoph i l i s a t i on  

(d)  100 y1 de sérum de r a t  sain ou de skrum de r a t  infect6 depuis 7 semaines 



TABLEAU 9. 

Cytotoxici te déoendante du compl ment. Etude 

des surnaqeants d ' hybrides homol oques 

Sources d'anticorps ( a )  

Surnageant ( 832-9 

surnageant conty61e(~) 
IR983F 

Semm de ~ a t  infecte ( d )  

S e m  de rat s a i n  ( 4  

( a )  Les s B m  e t  les surnageant$. de culture ce1 lulaire sont inactivés'2 h 
a - 

(b ) Pourcentage de cytetoxici t9: mesuré après 4 jours d ' incubation en pfi5WtCe de 
40 y1 de s e m  de cabaye f r a i s  (source de coiapl4ment) 

( e )  100pl de sunageant dc cultumi ancan t t . 4  2 Sois par lyophilisation 

( d )  1012 rl de s é m  dc nt sain ou de ra t  infect4 depuis 6 semaines 





une c o r P é l a t i o n  f r a n c h e  a par a n t r e  pu e t r e - ë t a b l  i e  dans nos expér iences  de 

c y t o t o x i c i  t é  dépendante d ' éoainophi  l e ,  a u s s i  b ien  pour 1 es s u r n a g e a n u  

d '  hybrides homol ogues qu ' h é t h m l  ogues (Tabl e u x  10 e t  11 ) . 

A i  na i  , 17 s u w r a g e m t s  de popul a t i o n s  ce1 1 ul  a i  ms hétéml ogues e t  

2 s u m a g e a n t s  d ' hybp-i des h a m i  ogues ont  m a n i f e s t é  des a c l i  v i  tés e y t o t o x i  ques 

comprises e n t r e  30 e t  90 %en prosence. d 'Bosinophil  es de r a t  s a i n .  Dans le 

cas de ces 19 s u r n a g e a n t s ,  l a  p résence  d11gG2a a pu ê t re  r 5 v é l ê e  p a r  l a  

doubl e-di f f u s i  on en oel en p e s e n c e  d '  a n t i  -sérum a n t i  -IgG22 de rat. 

L ' &tude  s tat i  s t i q Ü e  révè l  e que s u r  39 su rnagean t s  exprimant 

de 1 ' IgG2a, 17 i n d u i s e n t  une c y t o t o x i c i  tg dépendante d ' é o s i n o p h i l e  s o i t  43 % 

des hybn des ce1 1 u l  a i  res h e t é r o l  ogues é t u d i é s  . 

Ce pourcentage él ev9 d' hybr i  des ce1 1 u 1 a i  res p r o d u i s a n t  des antf - 
cor-ps e y t e t o x i q u e s  peut  e t re  re l i6  aux c o n d i t i o n s  de f u s i o n  c e l l u l a i r e .  En 

e f f e t ,  Tés lymphocytes s p l é n i q u e s  impl iquhs  dans 1 a f u s i o n  s o n t  pr6lev6s  

à l a  p e r i o d e  de  25 à 35 j o u r s  d ' i n f e c t i o n  qui  coirespmd au t a u x  maximum 

des 1 gG2a s é r i q u e s  ai-nsi qu ' aux pourcentages 1 es p 1 us 61 evés de c y t o t o x i  ci té 

dependante de l ' é o s i  nophi 1 e ( CAPRON e t  col 1 . , 1978a) . 

&%.$e p~m39m éppmCke de 1 ' a e t i  v i  t é  bS 01 ogique i n  v i  tm des 

a n l l  corps p m d u i t s  par l a  f u s i o n  ce1 1 ul  a i r e ,  b ien  que p e l  i m i n a i r e ,  a p p o e e  

quel  ques reponsea e s o e n t i  e l  1 es. 



TABLEAU 10 

Cytotoxi c i  t h  dependante d ' eosi no~hi 1 es : 

Etude des surnaaeants d '  hybride het8ml ogues 

Pourcentage de 
$oui-ea dl a m e  corps ( 1  ~sotypesexprimés cytotoxi ci tg ( b 1 

Surnageant ('1 All-38 
.AU-60 

Surnageant de ce? 1 ul e 
mye? osnatese (cl 

de rat sain (d) 
~ e r m  de ra t  i n f ec t é  ( d l  

1 gG2a 
IgG2a, IgM 
IgGZa, IgG2c 

1-a 
1 gG2a 
1 gG2a 
1 gG2a 
1 g a a  

( a )  Les surnageants de cul ture  et les senmts de rat sont inactives par 
chauffage 2 h 8 5 6 O C  

( b )  Le pourcentage de cytotoxici té est mesur6 après 48 h d '  incubation 

en présence des ce1 1 uies effestri ces (ce1 1 ul es peri tonéal es surna- 
geantes de rat fischer 48 X d'éas.9nophi 1 es ; 10 R de msWcytet ) 

C (moyenne .. &art type de l a  myerine de 2 exp&;iienas) 

( c )  100 pl de surnageant de cultuse! e e l l u l a i ~ e  mnerswé Z fol's par 
1 yephi 1 1 sati on 

( d )  IOCI pl de s e n n  de rat sain ou infecte depuis 4 semaines (sérum di 1 ue 
au 1/4 en milieu ME?4) 



Cytotoxicite deoendante d'éosinoohiles 

Ettide des surnaaean ts  d ' hybri des homo1 ogues 

sources d ' an t i  corps ( a Isotypsr exprimés Pourcentage da cyto toxici ta(': 
zz - 

Surnageant (')s 32.9 1 g a c  26 2 5,7 

B 33.. 12 1 g62c 19,s 2 9,2 

B 42.11 1 gG2a 80 2 4,3 
+ B 43.115 1 g62a 4,l - 2,7 

B 44.39 1 9M 6,9 2 1,3 

C3-28 1 gG2a 66,s 2 0,7 

C3- 109 1 gM 15 + 1,4 
CO-98 1 gH 17,5 I 0,7 

Surnageant (6 1 
da myélome IR9û3F 

S&um de rat sain (') 

%mm de rat i n f e c e  ($1 

( a )  Les surnageane de cul ture el 1 ulai re e t  les s L m  de rat s o n t  inact ives 
paP ekauffage 2 k B 5 6 O C  

( b )  Le pouxrntage de cymtoxi:cie& est mesue après 48 h. ci :incubaTion, en 
pdsence der ce1 1 uî es e f f e c t ~ i  ces' ( ce1 l u 'l es pCri t~neal es surnsgRantes 
de rat LOUIC 72 % di  Bssinophi l es, 5 % de mastocytes) (moyenne 2 &a+t 
type de l a  moyenne de 2 exgçrienaâ)  

( c) 100 y1 de surnageant de a l  tu= ce1 l ul a i r e  concentré 2 f o i  s par lyophi- 
1 isa t ion  

( d )  100 y1 de s 4 m  de rat sain ou infecte depuis 4 semaines ( s € m  d i  1 u6 



- I l  est possible par l a  technique d 'hybridat ion c e l l u l a i r e  de produire 

des anticorps dotes d ' a c t i v i t é s  biol ogiques 
* 

- Les anti corps pradui t s  rrpmdui s e n t  des e f fe t s  biol ogi ques s i m i  1 a i  res , 

si non i d ~ t i  ques aux a n t i  corps $&senta chez 1 ' animal i nf-. 

- b ' i ncf dence des poparl a t i  01s cal l u l  a i  res hybri des s&e*tarrt des ana uavs 

d race v i  tii b-i 01 ogiquto est rglat . ivment 6levée. 

A ce stade, l a  c o r e l a t i o n  e n t r e  a c t i v i t é  biol ooique e t  i sowpe  

est certes c r i t i c a b l e  du f a i t  de 1 ' u t i l i s a t i o n  de surnageant de populations 

cg1 l u lai  res non cl on&s . C ' est  pourquoi nous. <a? 1 ons dans un Second temps, à 

1 ' a i  de. de surnageant ou de l iquide d ' asc i  t e  de cl one ce1 1 u1 ai  re , t e n t e r  de  

conf imer  nos premières observations. Pour ce f a i r e ,  nous avons choisi 

1 ' expl ora t ion  des fonctions biologiques de 3 hybrides ce1 l u l  a i  res pmdui- 

s a n t  respectivemint une Igf4, une' IgG2a a i n s i  qu'une IgG2c, obtenus par 

donagés  suctefs i fs  de l a  population ce1 lu la ire  hybride i n i t i a l e  e t  dont 

l e  contenu iinrmtnoglobulinique a é t é  é tudié  p a r  inxnunodiffusion en gel .  

AK-148 - IgM (hybride het&oiogJe) 

842.11 - lgG2a (.hybri de homol ogue ) 

832.9 - I g a c  (hybride homologue) 

Noua avons prk8demnen t &vsqu& 1 e pmbl &me de 1 ' i nstabi 1 i t é  des 

hybrides hetgml ogues , cette i n s t a b i  1 i te a considérablernent 1 imite 1 ' expl oi- 

t a t i o n  syst&rnatique du materiel p e p a r é  se1 on c e t t e  méthode, seul l e  clone 



ce1 l u l a i r e  A12-148 p r o d u i s a n t  un a n t i c o r p s  de c l a s s e  IgM a pu 6 t r e  é t u d i é .  

Deux a s p e c t s  o n t  é té  devel opp&.dans ce- é tude  : 1 ' a s p e c t  i n  v t t m  

de l a  c y t a t o x i c i t é  dépendante du cornpl &nent e t  1 ' e t u d e  i n  v ivo  de l a  poten- 

f f a l i t g  pmteetap3ee de: crie a n t i c e r q ~ s  S P ~ C E  aux ex2ër iences  da  t ~ a n s f e r t  

passi f .  

Emae de l a  c y t o t o x i c i  t e  dépendante du c o m l  h e n t  i n  v i  trp 

Les r é s u l t a t s  p r é s e n t é s  dans l e  Tableau 10 évoquent une parti- 

c i p a t i o n  p o s s i b l e  des a n t i  carps de cl asse IgM dans un processus  de cytoto- 

x i  cil% dépenâant du comp1énien.t mais est cri ti cab1 e du f a i t  de  1 ' u t i l i s a t i o n  

de s u r n a g e a n e  i ssus d e  papu 1 a t i o n s  ce1 1 ul  a i  res non c l  onees . Aussi , étai t- 

i l  n e c e s s a i r e  de  v g r i f i e r  cette hypothtose grfice aux surnageant3  du c lone  

A=-148 (Tableau 2 ) . 

Le pourcentage de cy to tox i  cité dépendante du complément de 94 X 

conf i m aonc 1 '-hypothese d ' un mécani sme de c y t o t o x i  ci t e  dependant du cm- 

plément i n d u i t  p a r  les a n t i c o r p s  de c l a s s e  IgM, mois semble c o n t r a d i c t O i r e  

aux données d é f i  n ies .  p a r  CAPRON e t  Col 1 . ( 1974) . 

Sans oppsscao es *su1 ta-, 9 1 e s t  cependant pms de p m p o s e ~  

dans ce as part3 cul i er qu 'au murs de 1 ' i n i e e l i o n  expér?m@ntaÎ e par S .  manserf ialrlpi 

i 3 csx'iota un tel &ariisnmca dans 1 a pgs9ode gr+icom de  1 ' i nfeçt iaw ou qu ' i l  

se t r w v e  masque p a r  1 ' a c t i  v i  t$ 1 &thal e d%pendante du a m p l  &rient i n d u i t e  

p a r  les IgG. On peut  a u s s i  evoquer un processus  d ' a m p l i f i c a t i o n  f a v o r i s e  

pa r  l a  f u s i o n  c e l l u l a i r e .  Au cours de 1 ' i n f e c t i o n  S .  mansoni, une t e s  

f a i b l e  p ropor t ion  de lymphocytes B s y n t h é t i s a n t  des a n t i c o r p s  de classe Igl.1 

as t iv iég  1 é t h a l e  s e r a i t  produi t é  e t  a u r a i t  donc une t ~ e s  f a i b l e  incidence 



. TABLEAU 12 

produ i t e  Par. 1 e cl one A12-148. 

S o u m  d' an t i co rps  (a )  Pouregntage de cyéotoxi ci t é  (b) 

Surnageant du clone Al2-148 
+ Surnageant de ce1 i ul es myél omateuses 3,: - 0,4 

Serum de r a t  s a in  

Sérum de r a t  infesté depuis 
6 semaines 

(a) 100 )il de surnageant  de culture concentrés  2 fois pa r  l y o p h i l i s a t i o n ,  - de 50 sctiiatosomules de ou 10tl)il de s C m  son t  i nwb8s  en présenc- 
S. mansoni e t  de 40 1 de sérum de cobaye ( l e s  sumageants  e t  les Y 
sérunts sont  d5complémentés par chauffage 2 h a 56'C) 

( b )  Pourcentage de c y t ~ t o x i c î  t é  mesure a p r t s  4 jours  d ' incubat ion 1 
37OC (moyenne f kart-type de i a moyenne de 2 expériences)  



quant  5 sa express ion  s & r i q u e ,  l a  fus ion  c e 1 l u l a i ~  a m p l i f i e r a i t  donc 

a r t i  f i  ci e l  1 m e n t  l e u r  express ion .  

Pour véri f i er 1 ' hypothèse poss i  b l  e d ' un masquage de 1 ' a c t i  v i  t é  

1 etkale des IgH par 1 es IgG, nous avons e n t r e p r i s  1 ' etude d'un serurn de rat 

F i scher  p r é l e v é  chez un anima? i n f e c t é  depuis  35 j o m ,  eerreapondant  à l a  

p e i i  o d e  d ' i nfem on r a t e n u e  p o u r  1 ' h y b r i d a t i o n  cc1 1 ul a i  re. Ce s&vm présentl i t i t  

une a c t i v i t ë  l e t h a l e  de 82 0, a éto f r a c t i o n n g  en c h r o m a t q r a p h i e  s u r  gel 

ACA 34 (Figure. 16). Les d i f f ë r e n t e s  i r ac t ionr ; réco l  tks  o r e  ée e n s u i t e  

é t u d i e e s  dans  1 e systeirie d e  cy to tox i  ci tg dépendant du cornpl &ment. Parai  - 
lè lement ,  un fraçti onnement a été e n t r e p r i s  & p a r t i r  d 'un surnageant  du 

c l  one AK-148. 

Les *su1 tats rappor t& dans 1 e Tableau 13 t r a d u i s e n t  cl a i  r%nent 

une oppos i t ion  e n t r e  le sérum de ra t  i n f e c t 5  qui  démontre un seul  p i c  .d'ad- 

%i vi.té 7 et-tial eau n i  veau des I gG, a1 ors  que dans 1 es a s  w n d i  ti ons cie 

f ~ a ç t i  onnement;, s e u l  l e  p i  c " ~ g ~ " i s o l &  do surnagean t  au cl one A? 2-14? 

exprime 1 ' a c t i  v i  t e  1 é t h a l  e vis-a-vi s du schistosurnul e. 

Dans nos a n d i  ti ons :experimental es, i 1 senrbl e donc que 1 ' on 

puf %se 1 ' h y p o t h e e  du mesquage de 1 ' a c t i  v i  t é  1 &tha l  e des a n t i  at-pa 

de classe I@ pap. les a n t i c o r p s  de classe IgG d a ~ s  le cas du s & m  de 

rat i n l e s t g .  Bien q u ' i l  s a i t  d i f f i c i l e  8 ' i n t S g r e r  a - e l l e n t  1'IgM dans 

1 a dynamique d '  appar l  ti on d e s  d a n i  sms die e y t o t o x i  c i  te, son acf5vf %n 

l e t h a l e  v i s d - v i s  du schis tosomule  i n  v i t r e  est bien etablie.  



TABLEAU 13 

Etude comparative de la cytotoxicité dépendante du com~lément induite 

34 du o4~uia de rat infecte e t  du. sumaueant de culture du clone A12-148 

Pourcentage de cytotoxi c i  t é  (b 1 
Sources d ' anti corps ( a )  

S G m  de rat infecté Surnageant du clone 

depuis 5 seruaines A120 148 

Marerici in i t ia l  
de fractionnement 

Fraction I I ~ H  
Fraction I I  "post IgMw ( d )  
F~aetion III "pré IgG" (d! 
Fraceon IV IgG ( d l  

a )  Le senmi, l e  surnageant de culture e t  les fractions pur i f i ées  sont inoc"lvés 
par chauffage, 2 h à 56'C. 

b) Le pourcentage da cytQbxieitE est mesure après 4 jours d '  incubation des 
schiatosmulaa en pkésence da 4Q 1 de sEirum de cobaye (source de ç o m p l ~ n é )  P 

6) ~~ 1 de s $ m  de rat infecte dapuis 5 semaines, ou 100 1 de surnageant P Y 
de cul %un cg1 1ulaS t-e du elone AbZ-148 amcesntPé1 2 f o i s  par 1yepRil isatian 

d )  LQ8 1 des f ~ a t t 9  ORS obtenues p ~ r  &mmtQgrapkig sup gel A C 4  34 (Fi gusrr 1;6 j .. P 



FIGURE 16 - 97 - 
Fracti onnement cfiramatooraohioue s u r  oel ACA 34 du sérm de rat infect6 

a )  Serurn de ra t  i n f e c t é  depuis 5 sentaines par S. ma~soni  

b )  Surnageant du c lone  A12-148, eoncentré 2 f o i  s par Iyophi 1 i s a t i o n  

c )  Frac t ions  de 6,25 m l  (debi t de 1 a colonne 12,s m l / h )  



a 

Cette appmdte s ' i n t g g r e  dans 1 e eadra de recherche  d 'une 

strat&ie v a c c l n a l e  bar&@ s u r  1 ' i so lement  de  l a f r a c d o n  ant-i @nique 

pamsitzi7-e srasespt5 bl e d' i nduf r=e l a praductf on d ' a n t i c o r p s  p r o t e d w r ,  

l 'hypotfi8se de t r a v a i l  étant d ' i s ~ l r ? r  ces i r a c t f o n s  an t iggn iques  

p a r  le biais des  a n t i c o r p s  monoclonaux possédant eux-mPmes une ac t iv i*  

P r o t e c t n  ce. 

Dans le  cas pwi s de 1 ' IN, 1 es expér i  ences  de r r a n s i e r t  passif 

o n t  etr p r a t i q u e a s  chez le ra t  F i s c h e r  , 1 a source  d ' a n t i  corps  monocl onal 

-nt l e surnagean t  de cul tbre concentra t r o i s  f o i s  pa r  lyopiril i s a t i o n  du 

clone A12-148, 

L' etude compara'=fve d e  1 a charge p a r a s j t a i r e  des  ciifferenta 

groupes dA a n i m a  i n f e e s ,  par l a *&nique de  pe r fus ion  de f o i e ,  

21 j o u r s  e p e s  1 'infect30n ind ique  une diminut ion s e n s i b l e  du nombre de v e r s  

p r é s e n t s  dans le f o i e  des  anirrraux t r a i t &  p a r  le  surnagean t  de wltUre du 

c l  o n e  A120148 (Pabl eau 14) . Dans nos c o n d i t i o n s  expér imental  es, l ' i rrjecti on 

du s u r n a g e a m  du clone AU-148 t m n s f e n  un n i v u u  de protrc- 

%.i on v i  sd-spi s de 1 ' i nfec.t.r an paT S. nransoni compm s eritPe 34 e t  37 % - 
i J eta?da cowarative d i  l a  charge parasi taire des cieux gmupes  i n s  

n ' i ndiquir! auane  df mmstce s i  g n v i  cat4 VB , CE qui p e m a t  d ' 61 id mr 1 ' .i nci  - 
Y non apeci  f î q u e  gdsent dans le surnagean t  de cul tare. P o u r t ~ ~ ~ ?  

i 1 nous est  impossible pour 1 ' f n s t a n t  d' kartgr 1 ' hypotk&e d'une acti v i t &  

non spécf f i q u e  de 1 ' IgM a n t i  -S. mansoni . Dans ce c a n t e x t e ,  nous envisageons 

1 ' e t u d e  de surnageant  d '  hybr ide  ce1 l ul a i re  producteur  d ' immunogl obul i ne M 

sana a e i  v9 te swti -parasi Qi ~e , a i  nsi que 1 ' &tude de p~eparzta  ans p u ~ i  fi  ée% 

hi ' 1 gPf p~octui  t e  par le  c lone  A12-148. 



TABLEAU 14 

Expirience de transfert passif de 1 ' imnunité. Etttde de 
1 ' acti v i  t e  protectri ce de 1 ' 1 UM monocl ona 1 e proaui te par 
le clone A12-148 : Perfusion de foie .  

S~rnageants(~)  e t  Nombre de vers ( b, Pourcentage f c) 

wntpobl e d'  i nfection ç .  écart+ type d '  imnuni t 6  Valeur de P 

Exp- 1 
Surnageant A120 148 

Surnageant contr6l e 
Groupe témoin 

Exp- 2 
Surnageant AU- 148 76,6 2 23,1 
Surnageant cena4.61 e 106,O ? 28,7 
Gmispe téaioin iZU,O 2 34,1 

non si gni f  i cati f 

( a )  2 m l  de surnageant de culture concent* 3 fois par lyophilisation (du cl one 
A12a.148 ou des ce1 1 ules myél omatwses de souris) au 2 m l  de solution sa1 ine 
(NaCl 0,9 Y n )  sont injectés par voie intraveineuse & chaque rat Fischer 
(groupe de 12 à 15 rats par expérience) 

( b )  La charge paras.itaim est evalck par perfusion de ,foie 21 jours a p e s  
l'infeet?ow par UQQ carcairns de S. mansorti 

( c )  Le pourcenage de pmtect3en est calcule par raison du n~~ de vem 

&ibtewu e k  I es animaux *ai tslas p a ~  hl de surnageant de alture du cl one 

AG-%@ ou 2 ml de sumai~ant de cellules my6lsmteuxes de souacis par rapport 

au nombre de vepa obtenu dans le  foie des animaux *ait& par 2 ml  de la 

solution saline. 



C)  D i  scussion 

Le rôle des an t i co rps  de c l a s s e  Igti reste a d e f i n i r  dans le 

cadre des  mécanismes immunitaires s u s c i t 6 s  l o ~ s  de 1 ' i n fec t ion  par 

S. mansorri . Certes, des +su1 ta% obtenus par inrimuri sati an pass ive  

'nadui  s e n t  une a c t i  vi  t é  p ro t ec t r f  ce del ' IgM vi s -6-vi s de 1 f Znfect$on 

pa ra s i t a i r e ;  mais cette observat ion se heur te  a 1 ' ~ b s e n c e  de données 

q u a n t i t a t i v e s  quant  d 7 a dose nécessaire a 1 ' i n s b l  1 a t i  on d ' u n e  tel 1 e 

p m t e c t i  on. Cet aspect particul ier est . actuel 1 -nt en cours d ' in -  

vesti ga t i  on. La. s e u l e  expl i c s t i o n  des phénomènes observés reste hypo- 

t h é t i q u e  e t  rend compte des t b s u l t a t s  obtenus l o r s  des expériences 

v i s a n t  1 a c a r a c t é r i s a t i o n  d ' a n t i c o r p l  de  asse 1gt4 d a d  v i t e  1 &tha l  e 

dans 1 e s e m  d e  rat infect€. 

Au cours de 1 ' i n fec t ion  une f a i b l e  proportion de lymphocytes 8 

s e c r ë t e r a i t  des :ant icorps  de cl  asse IgM à a c t i v i t é  1 etfial e, mais en t rop  

f a i b l e  quan t i t é  pour d t r e  d e t e e t  au niveau se r ique .  La fus ion  ce1 l u l a i r e  

pra t iquée  sur  de -1 s lymphocytes ampl i f i  e r a i  t consi dérab7 -nt 1 ' expression 

synthét-ique de ces ce3 I u l e s  e t  conauirai  t a l a  selection d'hybrides  c e l l u l a i r e s  

pmduiaant  massi vernent des an t icorps  monocl onaux de c l z s se  lgM 8 a c t i v i t é  

1 é t h a l e .  Cette hypothèse t rouve pei t t -ë t re  un écho dans 1 es r e e n t e s  obser- 

v a t i  ans de 'SHEN e t  col 1 . ( 1981) qui r appor t en t  1 ' a c t i v i t é  s y n e ~ g i  que 

d 'un ant icorps  monoclonal de c l a s se  IgM ant i -g lobule  m u g e  de boeuf dans un 

système dépendant du cmp1 énent  f a i s a n t  i n t e r v e n i r  des ce1 1 ul es K humai neâ . 
I l s  proposent l a  p a r t i c i p a t i o n  d'un t e l  mecanisme i n  vivo dans l a  phase 

précoce de l a  Péponse i m u n e  1 orsque l a  q u a n t i t é  des IgG ser iques  est i nauf- 

Tisante 8 l ' i n d u c t i o n  d'une c y t o t e x i c i t e  importante.  



IY. RUDE DE L' ACT I V I E  BIOLOGIQUE _FN VITRO E l  IN V I V O  DES ANTICORPS 

MONOCLONAUX DE C L A S S E  IgG2a 

Bien que nous ayons i d e n t i f i e  17 surnageanta de populat ions 

c e l l u l a i r e s  Ryblcldgs contenant e n t m  au- de 1 'IgG2a e t  capables 

d ' i ndui re une a c t i  v i  te cytotoxi  que en présence d ' bsi  nophi 1 es , i 1 e t a i  t 

difficile d ' a f f i r m e r  l a  p a r t i c i p a t i o n  exc lus ive  de 1 ' IgGZa dans ces 

observat ions.  Cette d b n s t m t i o n  ne p o u r r a i t  etre aoportee que par 

1 ' u t i  1 i s a t i o n  de surnageant d ' hybrides ce1 1 ul a i r e s  cl onés . Nous avons 

donc expl oi  té dans ce but Tes:pmpri &tés sécrétrices du cl one ce1 1 ul a i r e  

hybri de  h o m l  ogue , 842-11. 

A)  Etude de 1 a cy to tox ic i  te déwndante d '  & s i  nophi 1 e 

La prrmiere  tape de no t r e  t r ava i  1 a consi st8 en 1 ' i sol  m e n t  d '  un 

c lone  c i l  ul a i r e  r y n t h 6 t i s a n t  une population homogène d 'an t icorps  de c l a s s e  

1 gG2a a n t i  -S. mansoni a actf vi  cy tomxi  que d&pendant d '.&si nophi 1 e . 
Pl a i e u n  clonages s u c c l s r i f s  nous ont  permis à p a r t i r  de l a  population 

ce1 1 ul a i  re i ni t i a l  e 842-1 d'  o b t e n i r  un cl o n  f ipondant  aux condi t ions 

L'étude du surnageant du c l o m  obtenu, que pour plus de conraidite 

nous nonnamns c lone  $42.11, rCvèlk une acf iv i  t e  cytotoxique de 89 % en 

presence d ' Bosi nophi 1 e de r a t  (Tableau If) . Ce résu l  t a t  conf i rme nos 

p m i  &es o b ~ e r v a t i o n s  concernant les surnagean- d ' hybrides ce1 1 u i  a i  res 

non cl  ones e t  s ' i n t è g n  aux observat ions de CAPRON e t  col 1 . ( 1978a ) qui 

d b o n t r e n t  l e  r d l e  e s sen t i e l  des an t icorps  de classe igRa dans le  systlne 

de cytotoxi c i  tg dépendant d ' kasi nophi l e . 



TABLEAU 15 

sources d ' anticorps ( a  ) Dilution finale Activi té  en Pourcentage de 
imatunofl uorescence cytotoxi ci te ( b ) 

Surnageant du cl one 642.11 

Liquide d'ascite du 
cl one B42.u  

Liquide d'ascite des 
cellu7es IR983 F 

Siirum de rat  i n f e a  
Serum de rat  sain 

( a )  Les schistosoaules sont p~6sensi bil isés pendant 18 h par 50 pl des diff&mntes 
sources d'anticorps chauffées 2 h a 5 6 O C  (surnageant e t  1 iquide d'ascite du 
cl one 0 4 2 . 1 ~  1 f quide d'ascite contr6le des ce1 1 ules myél mateuses IR983 F,  . 
serum de rat sain e t  sérum de rat infecté depuis 4 semaines par S. mansoni ) . 

( b )  Le pourcentage de cytotuxi ci te (moyenne f kart-type de 1 a moyenne) est mesuré 
après 48 h d'incubation en présence de cellules ~éritonéales de r a t  sain en- 
richies en éosinophiles (35 % d'éosinophiles, 8 *, de mastocytes), rapport 
cellules eft'ectfices/cible = 6000tl). 



L '  a n t i c o r p s  monoclonal pradui t par  1 e cl one 842-11 a p p o r t a  

donc une conff rmati on du rd1 e e s s e n t i  e l  joué  par 1 ' IgG2a dans 1 ' express4 on 

de 1 a c y t o t o x i  cf té  dependante d ' €osinophi 1 es. Il semtil e r a i  t donc qu ' un 

seul de tem- inan t  an t igén3que  prése& B 1 a s u r f a c e  du s c h i s t o s m l e  s o i t  

o tsf f Isant  pem 1 'i netaaction chez 1 'animal d e  1 a pmduCII on d 'mti arps 

cy ta tax iques  en présepce d.' thsi nophi 1 es. Cette obserrati on n ' écarte pour- 

t a n t  pas  1 ' hypothèse qu' au niveau des serums de rats i 'nfes tor  1 ' a d  v i  té 

cytotoxique.  en présence d ' &si nophi 1 es r é s u l  te d 'une acl f  on unxbi née  

d ' anll'corps d t r f  gés a n t r e  de mu1 t i p l  es d e t e m i  n a n t s  a n t i  géniques membra- 

nai res du sdti s t o s m u l  e . 

B ) Production msi  ve d'  IaG2a anti-Schistosoma mansoni 

S i  l e  surnagean t  de c u l t u r e  d ' h y b r i d e  c e 1 7 u l a i r e  pennet 

l a  v i sua l  i s o t i o n  de phénomene imrmnologi que ,  san  e x p l o i t a t i o n  es t  p a t f o i s  

d i f f i c i l e .  La c o n e e n t m t i o n  des surnagean t s  pose souvent  des probl&mes de 

cy to tox ic i t l !  non s p é c i f i q u e .  Pour c e t t e  r a i s o n ,  1 a product ion de 1 i q u i d e  

d ' a s c i t e  dont  les c o n c e n t r a t i o n s  en a n t i c o r p s  monocl onal s o n t  mu1 t i p l  i ées 

par  100 ou 1000 par r a p p o r t  au surnageant  apparzf t i n t o r e s s a n t e .  

Le c lone  B42,11 i n j e c t e  p a r  v o i e  i n t m p ~ s i t o n 4 a l e  ches l e  

F a t  bOU/C a 9 nduf t l a  Pomat-ion d'une +meUr d ' a s c i t e  s6crétan-t une goandc 

quant i  te d '  antl c o q s  monocl onal I g U a .  Le l a b l  eau 15 i l  l u s t r e  me, &tude 

compamt% ve de 1 a cyebtexi  ci te dépendante d ' eosinophi  1 es, i ndui t e  p a r  1 es 

surnageants de culture du c lone  842.11 e t  d i f f é r e n t e s  d i l u t i o n s  du l i q u i d e  

d ' a s c i t e  provenant du menie clone.  A l  ors qu ' un pourcentage de mortal i te de 

70 5 est encore earegist~é pour une d i l u t i o n  de 1/4ûQO du l i q u i d e  d ' a s c i t e ,  

l e  surnageant d i l u 4  au 1/& se a i  tue au s e u i l  l n f é r i e u r  de pasi t i v i  tg. Cet%€? 

simple cmparaison t ~ a d u i t  bien 1 ' intérét d'un te l  mate r ie l  r i c h e  en ant i -  

corps monoclonal . 



C) Etude de 1 ' a c t i v i  t e  biol ogioue de 1 ' IqGZa rnonocl onale  purif iêe 

L ' u t i l  i s a t i o n  de surnageant de  culDlre  ou de 1 i qu ide  d ' a s c i t o  

dans 1 ' etude des a c t i v i  tes b i  o l  ogi ques dos a n t i  corps monocl onaux sou 1 èvc 1 e 

pmbl  &me de 1 ' i nhi b i  t l o n  ou bien rnëm d e  1 ' observat ion de fausses  r éac t ions  

poli  tives i ndui tes  p a ~  1 a mu1 t i t u d e  des f a c t e u r s  mis en jeu. En out=,  s e  

g r e f f e  l e  problème de l a  s t anda rd i sa t i on  des a n d i t i o n s  de r e ~ t i o n s  d i f f i -  

c i l e s  à reprodui re  d'une manipulation à 1 ' a u t r e .  Pour limiter ette c r i t i q u e ,  

nous  avons confinne nos *su1 tats à 1 ' a i d e  de p r t p a r r t i o n  p u r i f i g e  di  SgG2a 

monocl onal e du cl one 842.11. 

ies prépara t ions  puri f i  es appor ten t  p l  us de ri guertr 

1 ' expbi inenta t i  on, mais dans 1 e cas p a r t i  cul ier d'  a n t i  corps potsedant  

une a c t i v i t é  b i  01 og i  que, 1 es d i f f é r e n t e s  etapes de puri  f i c a t i  on peuvent 

gtps dénaturantes  e t  conduire 1 ' obten t ion  de fracCi  ons puri fi &s 

f neff f c a w  ou mci n s  a t i  ves . 

Dans l e  cas p a r t i c u l i e r  de 1 'IgG2a du clone 842.11, 

1 es préparat ions puri f i e+s expriment general m e n t  une a c t i  vi  t6 c y t ~ t a x i  que 

infér ieuFe à celie obtenue par l ' a s c i t e  non t r a i t e e  ( tableai l  16) mais 

1 ewb u t 3  l i s a t 3  en éeam 1 ' hypathese d ' une cytettaxf ci t é  non speci f i que 

indu9 tz p r  un facteur $*se?& st%i t au n i  veau au surnageant de cul are, 

soi % au ni veau de 1 ' ascite 

D )  Eltude de 1 a coooération ce11 r i la i re  entre 1 '€osinophi le  e t  1 e mastocyte 

11 nous a paru i ntPressan t , pour a l f i  rmer que 1 ' IgG2a monocl onal e 

pveadisite p a ~  1 ' h y b r i d a t i ~ f t  etal lulait-e possede Ses &es p ~ o p r i & t é s  biolo- 

giques que les an t icorps '  p o l y ~ l o n a ~ x  de c l a s s e  I g a a  du serum de r a t  



TABLEAU 16 

Cytotoxi ci t é  dégendante d '  é o s i  noohi 1 es : e tude  de d i f f é r e n t e s  

p r é o a r a t i  ons o u r i  fiées d '  IgG2a monocl onai e du cl one B42. u. 

â e u m s  d ' a n t i  corps  1 gG2e 
monocl onal (a) 

L i  qui de d ' asci t e  A 
IgG2a p u r i f i é e  p répara t ion  A 

Liqu ide  d ' a s c i t e  B 
IgG2a p u r i f i &  prépara t ion  B 

L iqu ide  d ' t s c i t e  C 

IgG2a p u r i f i é e  p e p a r a t i o n  C 

biqui  de d '  a s c i t e  D 
IgG2a pur i  f i  & p r é p a r a t i o n  D 

( a )  Gks ~ c h i  sfosomul es s o n t  p résens i  b i  1 isées pendant 18 h p a r  50 pl 
dg l i q u i d e  d ' a s c i t e  du c lone  B42.11 (?/32 d i l u t i o n  f i n a l e )  ou 50 )JI 
d 'une f r a c t i o n  p u r i f i é e  d ' LgG2a monocl ona le  842.13 ( d i 1  u t i  on f i n a l e  
correspondant  au 1/32e de 1 ' a s c i t e  de d e p a r t )  . L ' a s c i  te est  purf f i  ée 

s e l o n  1 a technique de BAZIN e t  601 1 . ( 1974) . 
(b) Le pourcentage de c y t o t o x i c i  te (moyenne f k a r t  typa de l a  moyenne) 

est mesuré apr& 48 h d l inaba. ts ioa  de 50 a c h i s t a s o w l e a  contenus 
dans 50 pl de m i l  ieu MD! en pr&ence de cellules pét+;oneaies de rat 
nsim&'lea ewri chje$ en &si  naph31 es (58 io de 1 ' eoai  nophi 1 e, 4 % ms- 
ta6fiea): 1-appat-t c e l l u l e s  ef?ect~icios ( c i b l e  = 6000/1). 



infecte, de vérifier la nécessité de 1 a présence de mastocytes dans ce 

mécanisme (CAPRON e t  col 1 . , 1978a). L'etude comparative de 1 a cytotoxicitg 

induite par 1 ' lgG2a monocl onale du cl one 842. U a été envi sagée au 

nî  veau cl ' une popul a t i  on ce1 1 ul ai re effecwi ce contenant 89 % d ' éosi nophi 1 es 

e t  3 R de  maa t t s~ea  , et d ' une popul atiisn ce1 1 ulai r e  effectri ce depl ét& 

s69eeb9vement en mss~cytes contenant 98 % cl' éosinophiles e t  moins de 

0,l %de msweytes (fi g u ~ e  17) . , 

C o r n  dans l e  cas des sérums de rats infectés, la déplétion 

en mastocytes se traduit par une chute inporcante de 1 'activité cytotoxique 

vis-à-vis du sciiîstasomule de 60,5 % dans l e  cas de 1 ' IgG2a monoclonale 

cemparabl e aux 62,5 % obtenus avec 1 e sérum de rat  infecté. L 'activation du 

mastocyte est done bien induite par l e  Mme anticorps de classe IgGita qui 

pennet 1 'adhérence ae 1 'éosinophile sur la cible parasitaire. On aurait pu 

en e f f e t  invoquep partir- des expériences pratiquees B 1 'aide de prépara- 

ti on conventionnel 1 e po1 ycl onal e d ' anticorps de cl asse 1 que d i  fferenttos 

sous-populations d'igG2a induisent ces deux ph4nomènes. Les é1émnts que  

nous venons d '  apporter indiquent que 1 ' 1 gG2a monoci onal e du ci one 8$2-11 

exprime des pmpriétés biologiques en taus points identiques à ce1 les 

par%ks pap les IgEa prBentes dans 1 e s & m  cks animaux infectés et  

osuligwcnt 1 ' i n t e e t  da l ' u t 9 1  imat-isn de cgt  a n t i c o ~ s  manoclonal c aendrn 

POUF l "tude des e&v?t&s ktiolo~quclâ I n  vivo des ant7eet-p~ d@: classe Ig@:t"a 

1 'infection ear S. mansoni 

D i  sgooantd d" un anti c o q s  doté d ' une acti v i  t e  cy ta tax i  que 

vis-à-vis du ochistooomule en pesence d'éosinophile de ~ a t  sain,  i l  g t a f t  

gsse!n*tiel d '  etab1 i r les consgquences biologiques de son injecti on chet un 



Figure 17 

induite par 1 ' IgG2a monocl onal e produi te  por l e  cl one- 

+ % DE CYTOTOXIC ITE. - 842.11 

a )  50 pl de liquide d'arcqte du clone 842.11 chauff8 2 h I S6't, dilut au 1/32nie 
(dilution finale) 

b)  50 )il de liquide d 'asc i te  des a l 1  ules IR 9B1 F chauffé 2 h L 56°C, dilue au 
1/32~me (di1 ution f inale)  

c) 50 pl de s&um de rat infecte aepuis 4 semaines, chauffe 2 h L 5 6 Y ,  di lue au 
1/32eme (di 1 ution f i  nale) 

d )  50 y1 de seriai de rat sain. chauffe 2 h à 5 6 T ,  dilué au 1/32&w (dilutjon f i n a l e )  

( c )  ce1 lules effectrices dkpletées en masMytes par ? a  mCth~dc de LYNCH et col 1. , 1979 



animal infecté par S. mansoni . Des expériences de transfert passif de 

1 'immuni t e  o n t  donc étB envisagées par injection intraveineuse de 2 ml de 

1 iquide d'ascite du clone 842.11 chez le  rat L O U / C  infecté par S. rnansoni 

La charge parasitaire a &tg évaluée 5 jours aprgs 1 'infection par comptage 

des parnites au niveau puImara9 re des animaux infect& par 1500 cercaires 

de S.  mansoni , ou 2l jours  apes  1 ' infection au nivew hépatique des rats 

infectés par 1000 cercaires do S. mansoni. 

Les résul t a t s  d ' une premi.ère série d ' experi encrs u t i  1 i sant 

comme crftèrte d '  €val uation de la charge parasitai re ,  l a  technique de 

perfusion de poumon indique que 1 'injection du liquide d'ascite induit par 

1 e clone B42.11 confere un degré de protection significatif vis-a-vis 

d e  1 ' infection par S. mansoni , compri s entre 27 e t  58 % (Tableau 17) . 
La variation importante du degré de protection, trouve certainement une 

explication dans la concentration en IgG2a des diffemntes préparations 

ascitiques u t 3  1 i s h s  pour 1 'injection. 

Dans 1 a seconde serie d'ex@riences, 1 a technique 

de perfusion du système veineux hepati que ~ r a t i  qu& 21 jours apns  1 'i nfec- 

tion revele une diminution sensible de 53 à 51 i de la charge parasitaire 

des animaux traj-s par l e 7 i qui Be d 'asci t e  induit :par le cl ont 842-11 p a ~  

rapport au gmupe =in Efs in f~c t?o~  (Tableau 18 ; Figure 18). 

Pl usieups hypgtthbes peuvent éwe envi s a g h  p ~ u r  expl iquer 

1 es variations du pourcentage d ' immuni S transferée par 7 ' 19622 wnocl onal e : 

- ta concentration en IgG2a monoclonale des differents liquides d'ascite 

injectés. 11 existerait un rapport favorable anti corps/ci ble parasitaire 

pour 1 ' indueti on de la des.truetioa des a d 1  stasomul es in vivo . 
-.%----' 

- 1 a reproducti bi 1 i te de 1 a techni que de perfusion ; 

- l a qua1 i t é  de l a  préparati on de cercai res i nfeetantes ; 



TABLEAU -17 

Ltude du r61e protecteur de l ' igG2a monoclonale du.clone 1142-11 : Experience de t r a n s f e r t  pass i f  de l' imnrunité : 
Perfus ion de mumon 

- 

Liquide d 'asc i te  e t  Nombre de schis tosmules Pourcentaqe de 

cont rô le  d' I n fec t i on  (a) a I & a r t  type Pb 
- 

p ro tec t i on  (CI Valeur de p 

Exp. 1 842-11 
I R  983F 
témoin d' dnfect jon 

Exp. 2 842-11 
I R  9836 
témoin d'dnfec&tsn 

Exp. 3 042-11 
I R  983F 
témoin d ' i n f e c t i o n  

Exp- 4 042-11 
IR  9836 
témoin d' f n f e c t i ~ n  

Exg. 5 0427 11 
I R  9B3F 
témoin d' l n f e c & l s ~  

a) 2 m l  de ldquide d'ascdte clone 042-11 au cont ra le  I R  983F) ou 2 ml dkne so lu t i on  sa l i ne  (NaCl 0.9 %) sont I i n jec tés  par vo ie  intsave neuse a chaque r a t  LOUIC (groupes de 12 à 15 r a t s  pour chaque expérience) 

b )  ha charge pa ras i ta i re  e s t  estimée par  perfusion de poumon 4 jours après une I n f e c t i o n  par 1500 cercai res de S. mansono 

c)  Le pourcentage d t imu in i t t l  e s t  ca l cu lé  par  l a  comparaison du nombre de schis toso~i~ules obtenus pour l e s  aniniaux t r a i t é s  
par  l e  l i q u i d e  d 'asc i te  (B42-11 ou cont ra le  I R  903F) par rapport  au noml~re de sclilstosomules obtenus dans l e  groupe de 
r a t s  t r a i t e s  pas l a  so1t.ltlon sal ine.  
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Activité ~rutectri  ce de 1 ' Ig62a monoc? onal e ~rodui te 
par 1 e clone B 42.11 : Perfusion de foi e 

Moyenne de 3 experienees 

a )  Liquide d'ascite induit par le clone B42-11 

b )  Liquide d i  zsci t e  induit par l a  souche myél omateuse IR983F 

c )  Liquide d'ascite induit par l e  clone C l  - 19 (IgG2a non spécifique de 



- 1 ' e x i s t e n c e  d ' une étape pl us t a r d i v e  de  1 ' express ion  du pouvoir  p r o t e c t e u r  

de 1 ' 1g62a s ' o p é r a n t  au niveau du p a r a s i t e  dans l a  phase post-pulmonaire 

de  l a  m i g r a t i o n  ; 

- 1 ' kypottiese d 'un a u p  l é t h a l  induii t p~&scemnt au niveau da l a  ci blé 

p e r a a i  taire mis conduisan t  à 1 a d l a s t ~ o ~ c t i o n  du schis tzsomul  e ,  a g e s  1 a 

Pour ecarter 1 a p o s s i b i l  i té d'une a c t i v i t é  p r o t e c t r i c e  non 

s p é c i f i q u e  liée à une surcharge  du systenie imriuni ta i re  en ireimunoglobu7ine 

de classe IgQa, des groupes d'animaux t h o i n  i n f e c t é s  on t  éte t r a i t é s  par 

2 ml du l i q u i d e  d ' a s c i t e  du c l o n e  C1.19 producteur  d 'une imunoglobu l  i n e  de 

c l  asse IgG2a sans  a c t $  vi  t é  a n t i  - p a r a s i t a i  re. Dans ces condi t i s ins  , aucune 

d i f f é r e n c e  s i g n i f f  a t i v e  de l a  charge p a r a s i t a i r e  n ' a  eté o h s e r r é e  p a r  

mpport aux animaux t h o i n s  d ' i n f e c t i o n  (Tableau 18, expér ience  3) . Cet 

ensemble de données el a i d e n t  donc en f a v e u r  d 'une réel l e  a c t i v i t h  protec-  

tri ce d e  1 ' IgG2a monocl o n a l e  a n t i  -S. nwnsoni v i  s 4 - v f  s d e  1 ' i nfecti on 

exp&rinkntale rat  LDU/C par S. mansoni . 

f) BBscusaiom 

i. ' @tude des  pmpPl et&$ b i  01 agi ques de 1 ' a n t i  reipps m n o c l  onal 

sewEt6 p a r  le c l o m  cc11 u l a i r e  hybr ide  homlogue BLZ.J,i a confi& nos 

p n n i 6 t - e ~  observa t ions  mlatives 3 1.a c y t o t o x i c i t e  i n d u i t e  par  les s u m a g e a n t s  

d '  hybfr des hCteml o p e s .  L ' a n t i  corps  m n o c l  onal d e  c l  &sse  1 gG2a s y n t h e t i s e  

pa r  l e  c l o n e  842.11 r e v è l e  en présence d ' é o s i n o p h i l e s  de r a t  s a i n ,  une 

acti v i  te cytotoxique vis-3-vi s au schis tosomule  de S. mansoni comparable 

1 celle decrite au niveau des s&rums de rats i n f e c t é s  depuis  4 semaines Par 



S. mansoni (CAPRON e t  Col 1 . , 1978a). Les expériences de dépl  é t i  on s é l e c f  ve 

des populations c e l l u l a i r e s  e f f e c t r i c e s  o n t  permis de démontrer que l a  

cy to toxic i  té i n d u i t e  par  cet an t i co rps  monocl onal procède de mécanismes 

s i m i l a i r e s  d ceux pr~chdemnrent dgfinis par CAPRON e t  Co11. (1978a) dans le  

cadre de 1 ' in fec tSon  experimentale  du rat pa r  S. mansoni. 

Le f a i t  que 1 ' 1 gG2a monocl onal e manifeste  des propri  &tés 

biologiques iden t iques  à ce1 les p o m e s  par  les an t icorps  présen ts  dans l e  

sérum de r a t  i n f e c t e  par S. mansoni sou1 i gne 1 ' i  n t ë r ê t  de 1 ' u t i  1 i s a t i  on 

cf1  un tel  matériel  comme une sonde d ' é t u a e  des fonct ions biologiques des 

an t i co rps  de c l a s s e  IgGZa dans 1 ' imnunité acquise à l a  schis tosomiwe.  

Les e s u l t a t s  obtenus l o r s  des expériences de t r a n s f e r t s  p a s s i f s  appomn ' t  

un argument direct en faveur  du rble e s s e n t i e l  joué par  les an t icorps  

de ci  a s se  IgCZa dans 1 '61 aborat ion de 1 ' inmiuni t g  acquise  2 S. mansoni 

e t  confinne de f a i t ,  les observat ions de CAPRON e t  Col 1 . (1980) r e l a t i v e s  

à 1 a dépl  é t ion  $61 e c t i v e  des sérums immuns en an t i co rps  de cl use I g E a .  

Le d ' imnunitk t r a n s f k r é e  par 1 ' antf corps mno- 

clonal p rodui t  par  le clone B42.11 est comparable B ce1 ui i n d u i t  par l e  

t r a n s f e r t  de sérum d'animaux immuns (CAPRON e t  Co7 1 . , 1980), néanmoins f au t - i l  

s i g n a l e r  que ces deux s~r9es d ' e x p ~ r i m e n t a t i o n  ont  été respectivement menbs  

chez 1 e r a t  LOU/C dans le as dc 1 ' an t i co rps  mnsci onal , e t  chez l e rat 

Fiscfier dans l e  cas d e  tmne;feor% de s O W  de mt immrrn. Ces deux sou&hcs 

de rats peuvent diffgmr quand % 1 'intenaite de l e u r  imminité B l a  r é in fec t ion .  

11 est donc nécessa i re  à ce s t a d e  d '  e t u d i e r  speci  fiquement les paramètres de 

1 'inununité & l a  r e in fec t ion  dgveloppée pa r  l e  r a t  LOU/C. 

Certes, a i  nas experiences  de t r a n s f e r t  passif d&nontrent 

c l  airement l e  6 1  e des an t i co rps  de c l a s s e  IgG2a dans 1 '&ab1 issement de 

l 'immuni t e  acquise, e l l e  ne permet pas toutefois d 'a f f i rmer  1 a pa r t i c ipa t ion  



du phénomène de coopération entre 1 es anticorps de cl asse IgQz er 1 ' éosino- 

phile i n  vi-vo.  Des expériences de transfert  plssif de 1 'anticorps monoclonal 

produit par le  ''One B42*11 chez 1 laniml déplet8 e l e c t i v e m n t  en éosinot 

phi  1 es nous permettront c e r P i  nenent d ' apporter une reponse L cette question. 

Dans es sontexte, 1 ' anticorps manocl onal prodiri t par 1 e cl one 

842.11 apparait dans une optique vaccinale, un candidat de choix par l a  

caracterisation e t  1 ' isolement d ' un antigène cible potentiel l ement protecteur 

Recement. OISSDUS e t  Coll. (1982) ont caractSrise un antigëne de PM 38000 

a l a  surface dti schistosornule. Cet antigène est également reconnu par des 

préparations po1 ycl onales di anticorps isol ees des s&ums de différents hotes 

de S .  mansoni, corme la  souris, l e  rat,  l e  singe e t  l 'home (DISSOUS e t  to l l . .  

V - E N D E  DE L'ACTIVITE BIOLOGIQUE DE Lt7gG2c PRODUITE PAR LE CLONE 032-9 

Contrairement aux deux anticorps monoclonaux que nous 

venons ae decri m aucune act i  vi t& biol agi que préeise n 'avait  pu e t r e  mise 

en evi dence pour 1 ' ami corps mnocl onal de cl Esse 1 g B c  dans 1 es deux s y s t h s  

de cyWtzxici t4 que nous avons envisages. 

D e s  t~evaux  r6cents concem~ant 1 ' i denti f i cation des anti genea 

de surface sskis@tmul e de S. manooni S ' a i  de d ' anticorps an t t  - S .  manson? 

pmdui t par hybridation ce1 1 u l  ai re ont ouvcR une voie nouvel 1 e dans 1 ' approche 

des propriétes biologiques de certains anticorps . En e f f e t ,  une observation 

ori ginale de C. DISSOUS (conaini cation personnel l e )  démontre que 1 ' anticorps 

monoclonal de classe Igt2c produit par l e  clone cel lulaire  032.9 reconnait 

une s t ~ c W r e  anti genique identique B e t i l  e rbvel &e par  1 ' anticorps mnoci One i 



de c l a s se  IgG2a produit  par l e  clone 342.11. Ce r é s u l t a t  soulève l e  p r o b l h  

des conséquences biologiques d '  une te1 l e  observat ion,  e t  1 ' hypothese d '  une 

a c t i v i t é  modulatrice possible  des an t i co rps  de cl  asse  IgG2c au niveau de 

1 ' expression des m6canisms inmini tai  res tndu i t s  par 1 e s  an t icorps  de 

cl asae I gG2a. 

A )  A~omci te  de 1 ' a c t i  vi t é  Umodul a t r i  ce" de 1 ' IaG2c 

Nous avons donc envisagé pour def i  ni r 1 ' a c t i  vi t é  mdu l  a t r i  ce 

de 7 ' I gG2c s u r  1 'expression de 1 a cytotoxi  c i t é  dependante d '  &si nophi 1 e 

indui te  par 1 ' IgG2a produite  par  l e  c lone 842.11, - un protocole  d ' incubat ion 

des 'schistusomules de S. mansoni dans un mélange d '  IgQc du cl one 832.9 e t  

d '  Ig62a au clone B42.11 (mélange IgG2c/Ig@a). L ' a c t i v i t é  cytotoxique 

du f i l  ange IgG2c/Tg62a en p e s e n c e  d ' &si nophil e est c0nipar-k a 1 ' ac t ion  

cytotoxi que des deux a n t i  corps monocl onaux i n c u b b  s e p a r h e n t  en présence 

de sdii stosomul es e t  d'  h s i  nophil e de rats sa ins .  Dans ces condit ions , 

une i n h i b i t i o n  nette de 1 ' a c t i v i t é  cytotoxique de 1 ' IgG2a monocl onale est 

observée dans les a lvéoles  contenant l e  melange 'Ig62c/IgG2a . Aucune a c t i  v i t e  

cytotoxique n ' e s t  observée pour 1 ' 1 gG2c m n o t l  onal e s eu le  (Tableau I9 ) . 

k s  cxpénences  c ~ l ~ t a i r e s  o n t  permis d'établir 

l ksâpect dm-~gonse de l ' i n h i b i t i o n  de l a  cytûtoxici t f i  dépendante de 

1 'Basinophile par 1 ' Ig@e mnas lona le  ppoduite par l e  c lone B2 .9 .  Dawa 

cas expéP.ien&gs, les sch i  s ~ s e m u l  es de S. mansoni omt eté incubes en 

présence d ' une quant? t é  f i  xe .d ' 1 gG2a monoci o.nale e t -begiar r t i  té cmi ssante 

d '  f gG2c. Les r é s u l t a t s  présentés  dans l a f i gu re  19 t r a d u i s e n t  clairement 

1 ' e f f e t  dose-réponse de 1 ' i n h i b i t i o n  de l a  cy to tox ic i t é  i ndu i t e  par 1 'Ig62c 

m n o e l a n a ~ e  g ~ o d u i t e  par l e  ~ 9 ~ n e  832-9. 



TABLEAU 19 

itude de 1 ' activité inhi bitrice de I ' IgGZc monocl onal e 
du cione 332-9 vis-8-vi s de 1 a cytotoxi ci:té déoendante 

d'6osinoohiles induite par 1 ' IaG2a du cl one 892-11. 

Pourcentage de cytotoxi ci té (b) 
- 

Liquide d'zscite du clone B42-11 

Liquide d'ascite du clone 532.9 14,5 2 4,9 

Liquide d'ascite du clone 842.11 
+ 1 iguide d '  escite du clone 832-9 

Sérum de rat sain 11,s ? 2,l 

S é m  de rat infecte depuis 4 semaines 
par S. mansoni 59,O 2 5,s 

(a) Lés schi stusmles sont prbensibil isés pendant 18 h en présence 
de 50 )il des différentes SOUQS d l anticorps (Liquide d 'asci te 
et sérum, dilution finale 1/32&) chauffé 1 h & 5 6 O C  

(b) Le pourcentage de cytotoxi cité (moyenne f écart type de 1 a moyenne) 
est mesure après 48 h d'incubation des schistosomules sensibilisés 
en présence ae cellules péritonéales de rat sain (43 X dt&osinaphiles 

et 8 *, mas%eytes) rapport eellules effectrices/cible = 6060/1) 



Figure 19 

DOSES 

(a) Le poumntage d ' i  nhi bf tion de 7 a cytotoxi c9 te dgpendante d ' &osinophi le 
est deteminé après 48 h d'incubation des scbistosomuies dans 100 pl 
d 'un mélange IgG2a/IgG2c campose d ' une dose f ixe  d '  Ig62a produite par 
le  ci one 842.11 (450 )ig/ml) et de dose croissante d '  Igb2c (28 a 450 p g h l )  . 



8 )  Discussion 

Les d s u l t a t s  que nous venons de prësen te r  d e f i n i s s e n t  

e l  a i ~ m e n t  1 ' a e t i v l  t é  inhi  bi tri ce  de 1 ' IgQc mnocl  ona le  syn tbé t i s eg  

par l e  cl me B32,9 v i  s++i s de 1 a cytotoxi  ci t é  dépendante de 1 ' k s i  no- 

phi 1 e i n d u i t e  par 1 ' IgG2a monocl onal e produi t e  par l e cl one 842.11. 

Pourtant,  nous ne d i  sposons ac tue l  1 ement d ' auwne information concernant 

1 e mécani sme de cette inhi  b i  t i o n  . P l  u s i eu r s  hypothèses peuvent étre 

envisagées,  f a i s a n t  i n t e r v e n i r  un mécanisme de blocage, s o i t  au niveau 

de 1 a c î b l  e parasi  t a j  e, s o i t  au niveau de l a population ce1 1 ul a i r e  

e%ectri ce. 

1. Au niveau du sekiotosomeilc 
- . B - . - B I - - O I I I I - - - - Y I Q I Q I  

L ' I g62c monocl onal e se f i x e  s u r  l e  même detenni  nant  ant igeniqu 

que 111gG2a e t  empéche de f a i t ,  l a  f i x a t i o n  de l 1 I g 6 2 a ,  mais 111gG2c p o u r r a i t  

peut e t r e  a g i r  au n i  veau d '  un détermi nant ant igénique proche du si t e  de 

f i xa t i on  de 1 ' igG2a e t  inhi  ber s a  f i x a t i o n  soit par  eficmbrement s t é r i g u e ,  

soie par une medifi c a t i on  con foma t ionne l l e  de l a  membrane du p a n s i t e  

qui m s q i i e r a i t  l e  site de f i x a t i o n  de l t1gG2s. 

2. Au niveau d e x é o s i g 8 o _ _  
---Q 

On peut aussi  envisager  une inhibf t i o n  de 1 a fi  xation 

de 1' Ig92a au ni veau du récepteurFc présen t  a l a sur face  de 1 ' éosinophiï  e 

Cette i n h i b i t i o n  s e r a i t  s o i t  susc i  tee par une c m p é t i  t i o n  de 1 ' IgMa 

e t  1 'IgG2c au niveau d 'un M e  recepteur ,  s o i t  par l ' enamDrment  stgr5gius 

i ndu i t  pa r  l a  f i x a t i o n  de 1 'ZgG2c au niveau dluri récepteur  spticifiquc pmçhc 

du si t e  récepteur  spéc i f i que  pour 1 ' Ig62a. 



L ' a c t i v i  t e  biologique de 1 ' IgG2c rnonocl onale  e s t  d i f f i  - 
ci lement  in tégrab le .  dans 1 a dynamique de 1 ' i n f ec t i on  à S. mansoni , aucune 

donnée s u r  1 ' a c t i v i t é  biol ogique de 1 ' Ig62c n ' a jusqu ' à présent  é t é  rapportée 

dans les systèmes p a r a s i t a i r e s .  On peut  peut-ètre  E ce s t a d e  évoquer 1 e 

rd1 c de 1 ' an t i co rps  1 g62c saane ce1 ui c i '  un an t icorps  b l  o q u m t .  H W ~ M  

e t  a l .  (1969a e t  t969b) demontrent dans l e  système du sarcome a Moloney v i rus ,  - 
e t  ce1 ui  du papi l l  orne ae Shopes 1 a présence d'un facteur inh ibant  l a  cyto- 

t o x i c i t é  dependante de lymphocytes gang1 ionnai res . Ce mécanisme d '  i n h i b i t i o n  

s e r a i t  peut  8 t r e  pour l e  scf is tosomule une voie de protrrction vis-à-vis 

de l a  réponse immune qu ' i l  déc1 enche mais avant d '  a f f i rmer  cette hypothèse, 

i 1 nous f a u t  prouver 12 réal i te ci' un tel mécanisme dans 1 es w n d i  ti ons 

1 ' i nhi6i ti on de l a cyclotaxi ci t é  dépendaee  d ' éosi no- 

p h i  l e  s ' expl ique  p e u t d t r e  dans le cadre  des travaux de CAPRON et  col1 . 
(1979) qui démontrent que les complexes irmnuns p ré l ev l s  chez l e  r a t  dans 

1 a pér i  ode correspondant a 1 'absence de cytotoxi  ci te des éos i  nophi l es 

de r a t s  i n f e c t é s  v i  s-à-vi s de $chi stosomul-es non opsonis&s , inhi  b e ~ t  

1 a cy to toxi  c i  t é  dependai te  d ' &si nophi l es de r a t s  nonnaux v i  s-8-vi s 

des scf i stosomules opsonises.  On p o u r r a i t  dans ce cas supposer que le  

1 ' un des f actwr-s bloquants 6awespsn&aux an t i  cslvs de c i  asse Ige i )~ .  

Nous a b ~ d o n s  actuel l e m n t  'dans 1 e c a d ~ c  d ' ex* 

r iences  de t s ans f  ert p a s s i f ,  1 ' étude de 1 ' a s t i  vi  t é  i n  v i  vc de  1 ' I g G k  

a f in  de v é r i f i e r  1 a réelle s i g n i f i c a t i o n  biologique de ce système. 



C O N C L U S I O N  E T  P E R S P E C T I V E  



Notre t r a v a i l  a v a i t  pour but de pmdui re  grace à l a  technique 

de fu s ion  ceJ 1 u l  a i  re, des an t i co rps  monocl onaux spéc i f i ques  de 

S. mansani e t  d ' e t u d i e r  l e u r s  p rop r i e t é s  biologiques t a n t  in  v i t r o  

qui i n  vivo a f i n  d e  d é f i n i r  1 a poss ib i l  i g d'une u t f1  i s a t i o n  de ces 
P 

sondes mnocl  ona les &ris 1 a. c@mp?%hensi on des mécani smes inmuni tzi res 

susc i  S s  pap 1 ' i nfect'ion p a r a s i t a i  re . 
Cette approche nous a permis d '  i s o l e r  de nomPreuses populations 

ce I l  ul a i r e s  hybrides  hëtéro 1 ogues e t  homo!ogues product r i  ces d ' an*- 

corps an t i  -S. munsonî déce1 ab1 es par  1 a t e d i n i  que d ' i mwnofl uorescencr 

i n d i r e c t e  s u r  coupe de s t f i is tosomules ,  ou de vers adul tes de S. mansoni. 

L 'é tude de ces an t i co rps  anti-S. mansoni dans le  sysSme de 

s é r o t e x i c i t é  dlopendant du compl8ment e t  de c y t u t o x i c i t e  dependant 

de 1 ' &si nophi 1 e a rével e que ces a n t i  corps possédci e n t  des p m p r i  et&$ 

biologiques i n  v i t r o  tout a f a i t  mmparables & ce1 les précédemment 

déc r i  t e s  pour 1 es sérums de rats i n f e c t e s  par S.  mansoni . 
b'uti 1 i s a t i o n  de surnageants  de cu l tu re  ce1 lu1  a i r e  e t /ou de 

1 i q u i  de  d '  csci t e  obtenus a p a r t i  r de cal1 ules hybrides clon&& 

conf i  m& nos premieres observa t ions .  El  1 e a pennis l a  mise en h i  dence 

d'un antico?=ps mgécif-ique de S e  mansani de c l a s se  IgM possédant une 

de 1 h e n t  e t  e~nfémrit par  P m n i s a t i o n  pcssive un degré de pratec- 

%ion s i g n i f i c a t i f  v i s d - v i s  de 1 ' i n f e c t i o n  e%@ri~ntale du rat p a r  

S. mansoni . 'Ce resuf tat sou1 eve 7 ' hypoth&se de 1 ' exi stence d ' un tel 

méeaniomo i n  vivo e t  pose l e  probleme de l a  s i g n i f i c a t i o n  biologique - 
de ce dcan i sme  cytotootique dependant du complément dans 1 'expres- 

sion ae 1 ' imun i t é  & l a  schis tosatniase.  



Dans l e  cas précis des an t i co rps  de c l ~ s s e  I g m ,  l e s  

p rop r i é t e s  biologiques de 1 ' an t i co rps  produi t  par 1 e cl one ce1 l u l a i r e  

B42. bl son t  iden t iques  8 ce1 1 es des a n t i c o ~ s  polyclonaux i s o l é s  des 

s&ums d'animaux i n f e c t e s ,  e n t m  a u t r e ,  l a  dependance de f a c t e u r s  

msmeytai res pous 1 ' exp~t~ssi OR de 1 a cytaterxi c.é @ d&pendante d ' éosi - 
nophi 1 e. Cet a n t i  mrps monocl onal t r a n s f e r e  un pourcentage de protec- 

ti on hautement si gni f i  cat i  f vi s-à-vi s ae 1 ' i nf ecti on par S .  mansoni 

chez le  rat ,  suggérant  de f a i t ,  1 ' u t i l  i s a t i o n  cie cet. a n t i  corps comme 

une sonde 8 1 ' i solement  e t  à l a  c t r a c t é r i s a t i o n  dans une opt ique 

vacci na le  d ' un a n t i  gene p o t e n t i e l  l ement pro tec teur .  

L 'e tude des  an t i co rps  monocl onaux a r é v é l é  un nouvel 

aspect de 1 a réponse. k m é d i  a t i  on humorale, ce1 ui de l a m d u l  a t i  on des 

propri étb biologiques d'  une population d '  an t i co rps  par une autre. Dans 

notre  cas, i l  a Gtg poss ib le  de d é m n t r e r  1 e r ô l e  i n h i b i t e u r  de 

1 ' a n t i  eorps mnoclona l  de cl csse Ig62c dans 1 ' expression de 1 a cytoto- 

xi CA dkpendarreg de 1 ' &osi nophi 1 e. Cette observat i  on a de p i  us, 

sou1 evé 1 ' hypoth&se de 1 ' exi  s tence  d ' a n t i  corps bloquants pennet t3nt  

au p a r a s i t e  d '61 uder l a rgponse immuni t a i  ;ce qu' i l  susc i  te .  Ces r&ulo  

tata mu3 s u g g è ~ @ n t  dont d ' e tendre  1 'étude des e c a n i  smes de mdul a t i  on 

-aux ant7 c e ~ p s  maiscl anaux d ' i ootypea d i  Wrents, l a m d u l a t i  on pouvant 

s ' e x p ~ i m r  en W m a  d '  antagoni ou de ryncoyqi e. 

L' mtieeps mnoc l  onal appamit donc amme un o u t i l  

préc i  eux a l a  d i  ssecti on des  mécani nnes de 7 ' fmmimi t é  humorale, 

son e x p l o i t a t i o n  cher 1 ' animal selecti vement dkple té  en popul a t i ons  

ce1 1 ul  a i r e s  effectri ces s e r a  c e r t a i  n e m n t  une étape déci si ve a 1 a 

& f i n i t i o n  de 5â *lie s i g n i f i c a t i o n  biologique des pa~adtr i~or  de 

cytawxi ci t é  ddefi n i  s i n  v i  tm . Le coupl age des techniques de dep4 éti on 

par  i P r a d i a t i  on QK par t r a i  tement par  un serum a n t i  - e t  l.es techniques Y 



de transfert passi f d '  ani corps d '  i sotype dgfi n i  sera une b ~ s e  

essentielle à la definition réelle de l a  participation de chaque 

isotype à 1 '61 aboration de 1 'immini té. S i  1 ' anticorps monoclonal 

autort se une a$$m&e f i  ne des &=ni mes inimrni tai res , 11 est 

ussi  la orinde prs'vilggf & a 1 ' *tirde des anti glnes parasitai  ES de 

par sa spédfiCite petsminte, i l  oeniettra l a  caractérisation 

e t  7 ' isolement des anti gènes parasitai res aont 1 ' ext- di versi té 

1 i m i  te  1 ' effi caci t e  des tecftni ques d'investi gations conventi onne1 les. 

L ' anti cons monocl onal sera certai nement une clé i ndi spensabl e 

à la purification e t  à 1 'étude des antigènes parasitaires potentielle- 

ment prutecteurs . 
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