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RESUME

L'2nchocercose est une maladie tropicale conduisant & de
nombireux cas de morbidité et d'invalidité grave, notamment la
cecité. Un test de diagnostic précoce de 1'Onchocercose est indis-
pensable pour le contrdle des zones soumises & un traitement anti-

vectoriel. Les travaux décrits dans cette thése ont permis de produire

un-anticorps monocional reconnaissant un antigéne circulant de 1'Qncha-~

" cercose. Cet antigane a pu étre détecté par le biais de cet anticorps

monoclonal chez 80 % d'Africains et 76 % d'Indiens du Vénézuela vivant
en zones endémiques. Les données épidémiologiques et parasitologiques
recueillies sur le terrain ont montré que 1'anticorps monoclonal utilisé
permet de détecter de 1'antigéne circulant de 1'Onchocercose dans

83 % des cas présentant un diagnostic parasitologique négatif.

De plus, chez des enfants de moins de 10 ans, présentant donc une
infection relativement récente, la technique mise au point permet

de déceler cet antigéne circulant de 1'Onchocercose dans 91 % des cas
étudiés alors que le diagnostic parasitologique ne se révéle positif

que chez 52 % d'entre eux.

La technique de détection de 1'antigéne circulant de 1'Oncho-
cercose développée dans cette thése renforce donc considérablement
les possibilités de diagnostic de 1'Onchocercose. De plus, des travaux
préliminaires permettent d'espérer, dans un futur proche, 1a mise au
point d'une méthode enzymologique de dosage de 1'antigéne circulant par
le biais du monoclonal, technique qui pourrait &tre utilisée comme

diagnostic de masse sur le terrain.
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ABREVIATIONS UTILISEES DANS LE TEXTE

Ag Ov : Antigéne soluble d'Onchocerca volvulus

Ag TCAs : Ag Ov soluble dans 1'acide trichloroacétique
Ag TCAins : Ag Ov insoluble dans 1'acide trichloroacétique
PEG : Polyéthyléneglycol

ACF : Adjuvant complet de Freund

DMSO : Diméthylsulfoxide

IF : Immunofluorescence

ELISA : "Enzyme Linked Immuncsorbent Assay"

Ig : Immunoglobuline

OPD : O-phényl-diamine

0D : O-Dianisidine

IBF : Industrie Biologique Frangaise

DDG : Double diffusion en gel

RIPEGA : "Radioimmunoprecipitation PEG Assay"

Ac Mn : Anticorps Monoclonal

SRIA : "Sandwich Radiocimmunoassay"

SRIA-P : "Sandwich Radioimmunoassay" sur plaques
SRIA-B : "Sandwich Radioimmunoassay" sur billes

SAB : Sérum albumine bovine

ACO : Antigéne circulant de 1'Onchocercose

SHN : Sérum humain normal

CIC : Complexes immuns circulants
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INTRODUCTION

Les filarjoses sont des ma]adfes trés répandues dans les régions
tropicales, et on peut estimer & 300 millions le nombre de personnes qui
en sont atteintes dans le monde (Fain A., 1981). Bien qu'elles ne mettent
que rarement la vie du malade en danger, elles constituent une des causes
importantes de morbidité et d'invalidité grave. Les longues souffrances
physiques et morales endurées par les malades, ainsi que les complications
‘;'telles que 15‘cécjté.ou,1fé1§phant1asis.ont amené les experts de 1‘Orgaw
"-nisatiOﬁ Mﬁndﬁé}e de 1a~$;nté;a reconﬁaitfé,’en‘IQZS, 1'importan§e des
filarioses sur 1é plan de la santé publique. La conséquence des fi1ario§és
sur le plan économique a également été attirée par la désertion massive
de régions endémiques parfois fertiles comme c'est le cas pour le bassin de

1a Haute Volta.

En effet, 1'onchocercose entraine un déséquilibre &conomique :
les manifestation invalidantes les plus graves de 1a maladie affectent |
essentiellement les tranches d'dge les plus productives qui‘se retrouvent
alors & la charge du reste de la population, lui-méme physiquement diminué
par les conséquences des signes secondaires de 1a maladie. L'onchocercose
a également un impact psychologique considérable qui conduit souvent a un
déséquilibre social au sein des foyers soumis aux plus fortes transmissions.
La'superpoéition du déséquilibre social au déséquilibre &conomique entraine

tréds souvent 1'abandon de villages pourtant situés dans des zones fertiles.

Sous le nom de filarioses sont groupées des helminthiases dont
les tableaux cliniques sont extrémement variéds. Les filarioses humaines

les plus importantes sont les suivantes :

Brugia malayi sont rencontrées en Asie, en Océanie, en Afrigue et en

Amérique du Sud. Les insectes vecteurs sont des moustiques du genre




Anopheles ou Aedes. Les troubles pathologiques sont essentiellement

en rapport avec la présence de vers adultes dans les organes lymphatiques.
Ces troubles varient de 1'inflammation aigué des vaisseaux et des gan-
glions lymphatiques jusqu'a 1'é@léphantiasis ;

zones forestiéres d'Afrique Centrale. Elle est transmise par des tabanides
du genre Chrysops. La Toase se manifeste par des oedémes de Calabar et par
des accidents ocu]aireé bénins. Cependant, des complications au niveau de
‘Cértaiﬁes,viscéreﬁ,.e;,en banticU]ier 1e,cerveau,Alés’rgins-et‘levéoeur,,
éont‘observéés tors du traitement par la diéthylcarbamazine. Celles-ci

peuvent conduire & 1'encéphalite, généralement fatale ;

sous le nom de filaire de Mé&dine. On la rencontre en Afrique (cdte Ouest),
au Soudan, en Inde, en Arabie, aux CaraTbes et en Amérique du Sud. Les
larves se développent dans des crustacés microscopiques du genre Cyclops,
et 1'homme s'infecte en buvant de 1'eau contenant ces crustacés infectés.
Seule, la femelle est paéhogéne de par sa migration dans les tissus con-
jonctifs. La dracunculose revét une grande importance sur le plan socio-

économique & cause de la longue invalidité qu'elle occasionne ;

- L'onchocercose, causée par Onchocerca volvulus, est transmise par

- - - wn w— -

des petits diptéres du genre Simulium, c'est la deuxiéme maladie filarienne
par ordre d'importance aprés les filarioses lymphatiques. Sa description

sera détaillée dans le chapitre I.

La lutte contre les filarioses est trés difficile. En effet,
les médicaments existant sont toxiques ou inutilisables en campagne de
masse, de par la durée du protocole thérapeutique. De plus, la fréquence
de réactions secondaires d'ordre allergique, parfois dangereuses, limite

leur utilisation. Dans le domaine de la prophylaxie, il n'existe aucun



vaccin contre les différentes filarioses. Actuellement, la meilleure
prophylaxie consiste a lutter contfe le vecteur. C'est une méthode
difficile et trés onéreuse. De plus, dans le cas de 1'onchocercose,

la longévité des vers adultes étant de 15 & 20 ans, il est nécessaire
de poursuivre la lutte pendant cette période. Quelle que soit la
prophylaxie employée, un diagnostic précoce et spécifique de la maladie

est essentiel pour une bonne surveillance des moyens mis en oeuvre.

‘H‘q‘Ce trava1] a pour but la mise au. po1nt d'un tel d1agnost1c par des

: techn1ques 1mmuno]og1ques sens1b1es et reproduct1b1es qu1, dans un
proche avenir, pourraient étre ut111sees sur le terra1n pour un dep1s-

tage de masse.



CHAPITRE |

L"ONCHOCERCOSE : DONNEES GENERALES



I - RAPPEL PARASITOLOGIQUE

L'étude scientifique de 1'Onchocercose débute & la fin du
XIXéme siécle avec la découverte par Leuckart, en 1893, de vers dans
des nodules. Cependant, le cycle évolutif complet ne sera décrit qu'en

1926 par Blacklock.

| '.‘:L':‘L;aifé‘d}exfeﬁﬁion déil’dnchocercd$e en Afrique est‘impbrtaﬁie@j ‘
“:Lééipa}§.1imit}6phes éoﬁt“au Nb?d 1é Séné§a1, Té Méli et'ie‘Sonanwet>au,
Sud 1'Angola et le Tanganyka. En Amérique du Sud, son étendue est concise
au versant Pacifique du Guatémala et & quelques districts du Mexique et
du Vénézuéla. Au sein de ces territoires, sa répartition est 1iée au
régime des cours d'eau qui conditionne la présence de 1'insecte vecteur.
En effet, les larves aquatiques du vecteur ne se développent que dans des

eaux relativement froides a& courant rapide, pourvues par conséquent

d'une forte teneur en oxygéne.

1 - Cycle évolutif du parasite

Le cycle évolutif du parasite est représenté Figure 1.

Les filaires adultes vivent dans les espaces lymphatiques
sous-cutanés. Dans un premier temps, les couples vivent libres puis
sont emprisonnés dans des tuméfactions qu'envahit la fibrose, formant
ainsi les nodules onchocerquiens (Photo 1). On observe en général deux
femé]]es et un male par nodule. Les femelles sont vivipares et produisent
des microfilaires (L1) qui quittent les nodules et se disséminent dans
la couche dermique de 1a peau. Lors d'un repas sanguin, 1'insecte vecteur

ingére les larves avec la lymphe dermique. Quelques rares microfilaires
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Figure 1: Cycle évolutif d' Onchocerca volvulus
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parviennent 3 passer la muqueuse gastrique et, par voie sanguine, se
localisent dans les muscles thoraciques. Les microfilaires s'allongent,
subissent plusieurs mues ét évoluent environ en sept jours jusqu'au
stade de larves infestantes (L3). Elles gagnent alors la téte et les
trompes de 1'insecte d'ol elles sortiront pour pénétrer la peau de
1'homme au moment de la piqlre. Ces larves sont sexuées et donneront
soit des filaires miles, soit des filaires femelles. Le développement

- jusqu'au stade adulte dure de 3 a& 10 mois.

2 - Description des différents stades évolutifs

Les vers adultes vivent dans les nodules ou onchocercomes.
Leur longévité varie de 10 & 15 ans. Le mdle mesure de 2 & 3 cm de long
sur 130 um de large. I1 posséde un corps blanc & cuticule épaisse, striee

transversalement, munie d'une extrémité caudale recourbée.

La femelle mesure 5 cm de long sur 360 pm de large. Elle a
un utérus bicorne rempli d'oeufs et d'embryons. Les oeufs mesurent de 30

a 50 y-

Les embryons que 1'on appelle dans ce cas microfilaires sont
dépourvus de gaine, ce qui leur permet de glisser & travers les fibres
conjonctives du nodule et de se répandre dans le derme\; ils ne présentent
en outre pas de périodicité. I1s mesurent environ 250 pm dé‘1ong sur 6 a
7 pm de Targe. Leur durée de vie semble se situer entre 1 & 3 années.

Les larves infestantes (stade L3) sont obtenues aprés plusieurs mues
chez 1'insecte. Elles mesurent 500 pm de long et ont une forme plus trapue

que les microfilaires.




3 - Cycle évolutif du vecteur

Le vecteur est une simulie, diptére, nématocére. Les

principales espéces sont :

- Simulium damnosum et Simulium neavei en Afrique

- Simulium ochraceum, Simulium metallicum et Simulium callidum en

Amérique. I1 s'agit d'un moucheron noir mesurant 1 & 3 cm de long
et possédant un dimorphisme sexuel oculaire.

-7 -Les. simulies peuvent voler jusqu‘é4701km,du.gife:larvaire.
Seules les simulies femelles sont hématophages, les mdles ne se nourris-
sant que du suc des fleurs. Les femelles pondent de 100 a 500 oeufs qui
mesurent 0,1 30,3 mm. Ceux-ci évoluent en larves pouvant atteindre au
maximum 1 cm. Ces larves se fixent & un support par une couronne dé
crochets située d leur extrémité postérieure. Ces supports sont généra-
lement des pierres immergées & faible profondeur ou des feuilles en
contact avec la surface de 1'eau. Les larves ne vivent que dans les eaux
courantes bien oxygénées. Aprés sept mues, elles atteignent le stade de
nymphe, entourée d'un cocon et toujours attachée a un support. Deux jours
aprés son éclosion, la simulie femelle prend un repas sanguin chez
1'homme, absorbant des microfilaires du derme ; trois & quatre jours plus

tard, intervient la ponte.

IT - MISE EN EVIDENCE DE L'INFECTION PAR ONCHOCER

1 - Diagnostic clinique

a) Les signes cutands : ce sont les plus fréquents (60 % des cas)
- Le prurit : il peut entrainer des lésions de prurigo, et parait
&tre le point de départ des autres lésions cutanées. Le fait qu'il s'ac-

compagne parfois d'éruptions urticariennes conduit & penser a une origine

allergique ;
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- La gale filarienne : cette gale consiste essentiellement en une
éruption de papules planes, prurigineuses, d contours bien définis et
non squameuses (Photo 2) ;

- L'épaississement de la peau : prurit et prurigo s'accompagnent
souvent d'une surinfection bactérienne ou fungique finissant par provoquer
une lichénification accompagnée d'une hyperkératose et d'une ichtyose
donnant 1'aspect d'une "peau d'éléphant" ou "peau de 1ézard” (Photo 3) :

S L'atrophie de la peau : ¢ans certains cas, le revétement cutané
est aminci, .atrophié et vernissé ;
- La dépigmentation : i1 peut se produire une dépigmentation‘de la

peau, souvent localisée aux membres inférieurs, donnant 1'aspect de la

"peau de léopard".

b) Les signes sous-cutanés : il s'agit des nodules onchocerquiens
ou onchocercomata (Photo 1 ). On les met en évidence par une palpation
minutieuse des zones d'élection, c'est-a-dire des points ol les plans
osseux sont directement sous-cutanés et vers lesquels convekgent les
lymphatiques. I1s ne sont douloureux ni spontanément, ni Torsqu'on les
paipe. Les jeunes nodules sont mous et non adhérents. Du tissu fibreux
les envahit progressivement ; ils deviennent durs, libres par rapport a
la peau, mais peuvent adhérer aux plans profonds. Cette évolution se pour-
suit pendant 10 ou 15 ans. I1 est toutefois exceptionnel qu'ils suppurent
ou s‘u]cé;ent. Leur taille est variable, pouvant atteindre 5 3 6 cm ;

leur nombre peﬁt"atteindre 15 ou 20 mais est plus fréquemment de 2 ou 3.

c¢) Les signes oculaires : ce sont eux qui constituent la gravité de
1'onchocercose ; ils sont d'une extréme fréquence et souvent trés précoces.
On estime que, tant en Amérique qu'en Afrique, 50 % des malades sont
atteints de troubles oculaires ; dans certains villages, le tiers de la

population est totalement aveugle.
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Photo 3 : Aspect en "peau d'é&léphant” ou'peau de lézard'dd & un &paissis-

sement de la peau, conséquence de 1'onchocercose.
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Les premiers signes sont extrémement insidieux et il est

fréquent de trouver des microfilaires dans 1'ceil de sujets ne se plai-
gnant d'aucun trouble. L'atteinte du segment antérijeur se traduit essen-
tiellement par un picotement et un larmoiement discret. Les localisations
irido-ciliaires entrainent une photophobie intense avec larmoiement abon-
dant. Plus caractéristiques sont les congestions conjonctiva1es comportant
parfois de petits nodules blanchdtres, les opacifications semi-lunaires

, qy tiers découvert de']a};ornée,.1es chorio-rétinites ou encore les
atrophies‘optigﬁes.lLes lééionslduisegméﬁt.pasférieur (Chdvef;etal., 1976)_ ‘
se traduisent par une baisse progressive de 1'activité visuelle dont les

malades ne prennent bien souvent conscience que tardivement.

d) Les signes lymphatiques : bien que plus rares, ils peuvent aller
jusqu'a 1'@léphantiasis. Cependant, les cas d'&léphantiasis causés par
1'Onchocercose sont beaucoup moins monstrueux que ceux dus & la filaire

de Bancroft ou 3 celle de Malaisie.

Tous ces signes cliniques, observés en zone endémique, doivent
faire penser & 1'Onchocercose ; néanmoins, aucun pris individuellement ne
peut apporter un diagnostic de certitude. De pius, les manifestations
cliniques n'apparaissent souvent qu'aprés une longue période de réinfesta-
tions quasi-quotidiennes, et les cas asymptomatiques sont fréquents. Par
conséquent, le diagnostic clinique seul n'est nullement représentatif de

1'indice d'infestation.

2 - Diagnostic parasitologique

I1 consiste & mettre en évidence et 3 identifier le parasite -
au stade adulte ou larvaire.
La découverte d'Onchocercomes dans lesquels sont pelotonnés les

vers adultes est la plus ancienne des méthodes de diagnostic et reste de
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nos jours une pratique routiniére dans la plupart des enquétes. Cependant,
les ganglions et les rares nodules d'étiologie différente peuvent cons-
tituer une cause d'erreur. De plus, la palpation d'un kyste ne donne pas
1'assurance d'un signe d'Onchocercose active car les vers adultes peuvent

étre morts, dégénérés ou calcifiés.

La mise en évidence de microfilaires est plus couramment

employée. Les techniques disponibles sont les suivantes :

a) La biopsie cutanée exsangue : cette technique est directement

dérivée des travaux de Montpellier et Lacroix (1920). Elle consiste &
prélever,sans faire saigner,un copeau de peau & 1'aide de ciseaux courbes,
ou de pinces spécifiquement concues a cet effet. Ce copeau est placé dans
un petit volume de sérum physiologique. La présence de microfilaires dans
le milieu peut étre observée au microscope aprés un court temps d'incu-
bation. La distribution des microfilaires a la surface du corps varie

et il est nécessaire de prélever plusieurs biopsieé par patient. Les ré-
sultats peuvent s'exprimer d'une maniére quantitative en nombre de micro-
filaires par milligramme de peau. Cette technique est couramment employée
pour les enquétes épidémiologiques. Elle est décrite et analysée en détails
par Prost et Prod'hon (1978). IT faut souligner que la répartition des
microfilaires n'&tant pas homogéne et que la totalité des microfilaires
n'émergeant pas d'une biopsie, le cO6té quantitatif de ce test n'est pas

7 absolu. I1 est également fort probable que les cas de faible parasitose

ne peuvent étre ainsi détectés.

b) La scarification : préconisée pour la premiére fois par d'Hooghe
en 1934, son efficacité a &té depuis appréciée par de nombreux auteurs

(Van den Berghe et al., 1951 ; Miller, 1958 et Basset et al., 1962).
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Elle consiste & pratiquer 4 ou 5 scarifications cutanées
superficielles et a presser la peau de fagon & recueillir le suc
dermique. Celui-ci est séché sur une lame et peut étre coloré. La pré-
sence de microfilaires est examinée au microscope. Cette technique,
d'utilisation facile, présente 1'avantage d'un diagnostic différentiel
su} lame colorée. Cependant, elle se préte mal & la quantification, les
scarifications sont de plus douloureuses et mal acceptées, et enfin la
“‘sensibi1ité dé'1a biobsfe'es£ p1us grande (Kale gz_gl;,k1974){ |

c) L'examen direct de la chambre antérieure de 1'oeil : i1 s'effec-
tue d 1'aide d'une lampe & fente. I1 existe quelques cas ou le parasite
est présent dans 1'oeil, sans qu'il soit possible de le mettre en évi-
dence dans la peau par les méthodes les plus sensibles. La mise en évi-
dence de microfilaires dans 1'oceil permet un diagnostic spécifique de
1'Onchocercose car c'est l1a seule filariose au cours de laquelle existent

de telles localisations des embryons.

d) La biopsie conjonctivale : cette technique de réalisation délicate

ne peut pas étre recommandée comme diagnostic de routine.

e) La recherche dans les urines : 1'observation de microfilaires
dans les urines a &té réalisée depuis longtemps (Mazzotti et al., 1949 ;
Price, 1961) mais n'a acquis une valeur épidémiologique que plus tardi-
vement (Buck et al., 1971 ; Buck, 1973 ; Picq et al., 1973 ; Anderson
et al., 1975 a et b). Cependant, cette observation a toujours été associée
a un fort degré de parasitisme cutané et n'a jamais &té observée isolément.
De plus, son association significative avec la présence d'autres complica-
tions graves de 1'Onchocercose en fait plutdt un témoin de la gravité de

la maladie.
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f) Le test de Mazzotti : c'est une méthode de mise en évidence
indirecte des microfilaires (Mazzotti, 1948). Elle consiste a adminis-
trer un microfilaricide, en 1'occurence le diéthylcarbamazine (DEC) ou
Notézine. Si dés microfilaires sont présentes, leur lyse massive provo-
que une réaction allergique trés importante présentant comme signes
principaux le prurit, 1'Qrt1caire‘et 1'hyperthermie. Ce phénoméne a é&té
utf1isé comme moyen de diagnostic (Burch, 1951 ; Monjusiau et al., 1964 ;
‘Lagraulet, 1971 ; Bourree:et at. ‘,j}_19»7.6)'.,o'une< part,. ce tast.peut donner -liet
'i*désTerreurs,par'défaut'car certaines personnes ne réagissent pas au |
DEC, d'autre part il est clair qu'en cas de microfilarodermie &levée

ce test est fort désagréable et peut méme se révéler dangereux.

Quelle que soit 1a technique employée, la mise en évidence du
parasite apporte un diagnostic de certitude. Cependant, le diagnostic
parasitologique en général n'est pas a 1'abri de résultats incorrectement
négaﬁifs et posséde éga]emenf 1'inconvénient de ne pas détecter les in-

fections prépatentes.

3 - Diagnostic immunologique

De nombreuses techniques immunologiques ont été utilisées pour
la détection d'anticorps dans 1'Onchocercose. Les différents travaux
concernant ce sujet ont été décrits et analysés dans des revues générales

(Kagan, 1963, 1979 : Ambroise-Thomas, 1974, 1975, 1980).
Les techniques de diagnostic immunologique sont les suivantes :

a) La réaction de fixation du compliément : c'est le test le plus
ancien. IT a fait 1'objet de la premiére publication concernant le diag-
nostic immunologique des Filarioses (Rodhain et Van Den Dranden, 1916).

IT consiste a mélanger une préparation antigénique connue et titrée avec
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le sérum de malade décomplémenté et avec du complément. Dans un deuxiéme
temps, on ajoute des hématies de mouton et un s&rum hémolytique anti-
hématies de mouton. Dans le cas-o& il n"y a pas d'anticorps, le complément
reste libre et peut participer & 1'hémolyse. Si des anticorps sont pré-
sents dans le sérum, le complément se fixe au complexe antigéne/anticorps

et n'est plus disponible pour 1'hémolyse.

Cette technique ne donne pas de résultat satisfaisant pour
- 1'Onchocercose ; elle est de plus en plus délaissée au profit de techniques

plus sensibles.

b) Les réactions d' agglutination : elies utilisent des hématies
ou des particules de latex sur lesquelles est fixé 1'antigéne. Les anticorps
du sérum de malade vont s'unir aux molécules d'antigéne, entrainant une
agglutination passive. On peut alors titrer les anticorps en diluant le
sérum atudié.

‘Ces techniques ont pour inconvénient majeur 1~ manque de spé-
cificité. En effet, des réactions croisées ont &té observées avec certains
étaté fébriles ou certains cas de syphilis (Rosé et al., 1966), pour
environ 10 % des maladies parasitaires et pratiquement 35 % des trichines

(Kagan et al., 1963).

c) Les techniqUes de précipitation en gel : contrairepent aux
techniques en milieu liquide, les réactions en gélose sur plaque, double
diffusion en gel (DDG) et immunoé&lectrophorése (IEP) sont encofe couramment
utilisées. La DDG consiste & faire simultanément migrer dans le gel 1'anti-
géne et 1'anticorps. Cela donne lieu & la formation de lignes de précipi-

tation. Le principe de 1'IEP est le méme, mais 1'antigéne est préalablement

séparé sous 1'influence d'un champ &lectrique. La DDG est généralement

utilisée comme méthode de dépistage préalablement
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a 1'IEP, technique plus lourde. Des arcs de précipitation permettant
d'identifier les différentes Filarioses sont obtenus non seulement avec un

antigéne homologue, mais également avec des antigénes hétérologues tels

que Dipetalonema viteae (Capron et al., 1968) ou Ascaris suum (Niel

et al., 1968, 1972 ; Gentilini et al., 1972 ; Petithory et al., 1973).

Les &tudes &pidémiologiques de d'Haussy et al. (1972) réveélent
que les réactions immunoélectrophqrétiques reflétent bien le niveau
endémique.de_l‘Onchqcercose. L;atout majeur. de cette technique est sa
‘Spécificité qui permet méme une différenciaiion parmi . les Filarioses.

On peut cependant critiouer l1a consommation importante en temps et en
matériel (antigéne 2t sérum). Une technique 4'immunoélectrophorése &
contre-courant (Gentilini et al., 1972 ; Desowitz et Una, 1976) permet
de réduire le temps de la réaction. Le principe de ce test réalisé sur
membrane d'acétate de cellulose est le méme que celui de la DDG, mais

la vitesse de migration des antigénes et des anticorns est ampiifiée par

1'application d'une différence de potentiel aux extrémités des plaques.

d) Le test d'immunofluorescence indirecte : le principe de 1a
méthode consiste @ mettre en contact le sérum de malade et 1'antigéne
figuré puis & révéler les complexes immuns par des anti-immunoglobulines
humaines marquées par un produii fluorescent. Les résultats s'observent
au microscope en lumiére ultra-violette. Plusieurs types d'antigénes
peuvent &tre employés (antigéne soluble fixé sur disques, microfilaires...)
mais la technique }a‘plus fréquenteutilise des coupes & congélation
de parasite ; ce]]e-ci'nécéssitant peu de matériel permet 1'utilisation
d'antigénes homologues. Elle nécessite 1'emploi de peu de sérum et
peut, par conséquent, étre réalisée a partir de microprélévements

sanguins réalisés sur le terrain.
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Pour le diagnostic, ce test semble &tre le plus fiable mais
est également sujet aux problémes de réactions croisées, méme lors d'uti-
lisation d'antigéne homologue (Woodruff et Wiseman, 1968 ; Ambroise-Thomas,

1969 et 1975 ; Terreno, 1970 ; Le Bras et al., 1977).

e) Les techniques immuncenzymologiques : il s'agit de 1'ELISA
(enzyme-1inked immunosorbent assay). Dans ce test, 1'antigéne est fixé
d un support de polystyréne (plaque de microtitration), puis mis en

'tdnta¢£'avéc'1e'§érUm du patient. Aprés lavage, les anticorps complexés

1'antigéne sont révélés par des anti-immunoglobulines humaines conjuguées -

Qn

un marqueur enzymatique. Ces complexes sont ensuite incubés avec le

fs17]

substrat approprié et la réaction enzymatique peut étre visualisée ou

mesurée au spectrophotométre.

Cette technique, relativement récente mais déja largement uti-
1isée dans le domaine parasito’ogique, présente encore des difficultés
de diagnostic pour 1'Onchocercose. Bartlett et al. (1975) , Ambroise-
Thomas et al. (1980) et Speiser (1980) soulignent la nécessité de travailler
avec des antigénes homologues purifiés, débarrassés en particulier des
protéines d'origine humaine. Cependant, méme en utilisant des antigénes
somatiques dans ce test d'une grande sensibilité, on n'élimine pas le

probléme des réactions croisées.

f) Lfintradermoréaction : elle consiste & introduire 1'antigéne di-
rectement dans’la peau du pafient. Si des anticbrps réagissent avec cét
antigéne, on assiste aprés 15 minutes & une manifestation clinique
Tocale (réaction d'hypersensibilité) au point d'inoculation de

T'antigéne. Etant de réalisation facile, ce test se préte trés bien



20

aux études épidémiologiques et a &té de loin le plusutilisé. I1présente pour-
tant quelques failles et de nombreux auteurs critiquent son manque de

sensibilité et de spécificité (Gidel et al., 1969 ; Vernes A., 1975).

g) Les techniques radioimmunologiques : i1 s'agit en particulier
du RAST (radioallergosorbent test). Ce test consiste & détecter les
anticorps de classe IgE dirigés contre un antigéne que 1'on couple &
la Sépharose activée au CNBr. Ce n'est que trés récemment que ce test
- a été.appliqué & 1'Onchocercose (Somorin et Heiner, 1976 ; Weiss et al., -
- 1981 et 1982) avec des antigénes homologues et hétérologues. Les:
résyltats montrent que les réactions croisées sont significativement

moins importantes lorsque 1'on dose les IgE comparativement aux IgG.
ITI. CONCLUSION

Le diagnostic de 1'Onhocercose nécessite dans 1'absolu, une
technique sensible, reproductible, utilisable en pratique de masse,
spécifique des Filarioses - et si possible de 1'Onchocercose - et
indicative de Ta charae parasitaire active. De plus, les vastes program-
mes entrepris par 1'Organisation Mondiale de 1la Santé pour la Lutte
contre le vecteur réclament un diagnostic de 1'Onchocercose dans sa
période pré-patente, de maniére & empécher la réinfection ses simulies.
Compte-tenu du manque de spécificité, de sensibilité et/ou de la
difficulté d'obtention de 1'antigéne homologue, i1 est apparent
qu'aucune des techniques décrites précédemment ne satisfait totalement
ces exigences. Certes, la découverte et 1'identification de
microfilaires constitue toujours une preuve de diagnostic absolu
mais les risques de faux négatifs sont trop importants, d'od la

nécessité de compléter cette identification par un diagnostic immu-

nologique. L'immunologie en général est uin domaine qui progresse beaucoup
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et ol les tests de sérodiagnostic sont constamment améliorés. Il est
regrettable de constater que malgré cette avance technologique importante,
le diagnostic immunologique des Filarioses est Tourdement hypothéqué par
1'impossibilité d'un diagnostic précoce et par 1'existence de nombreuses
réactions croisées non spécifiques. Deux faits sont @ la base de ces
problémes : d'une part, 1'importante communauté antigénique existant au
sein des Nématodes, et d'autre part le fait que tous les tests de séro-
diagnostic appliqués jusqu'alors a 1'Onchocercose,sqient basés sur la
détéction d'anticorps en circulation. En effet, les condftions'd?appa-
rition et de persistance des anticorps spécifiques sont Toin d'étre uni-
voques et varient trés largement d'un sujet a 1'autre. Dans 1'ensemble,
ces anticorps n'apparaissent qu'aprés un certain délai et, inversement,
peuvent persister pendant plusieurs mois, voire méme plusieurs années,
dans les Filarioses guéries. De plus, la formation d'anticorps circulants
est par ailleurs la résultante d'un double phénoméne d'immunisation et
d'immunodépression. Enfin, seules sont dosables par les méthodes dispo-
nibles, les immunoglobulines spécifiques qui restent en excés dans le
sérum. Cependant, une proportion vraisemblablement importante des anti-
corps sériques est fixée in vivo sur les filaires adultes ou sur les
microfilaires, une autre partie étant masquée au moins partiellement

dans les complexes immuns circulants.

Ces observations ont donc orienté nos recherches en sérodiag-
nostic, non plus vers la détection d'anticorps, mais vers celle d'anti-

génes circulants.



CHAPITRE 1

RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE SUR

LES ANTIGENES PARASITAIRES CIRCULANTS



23

I - DONNEES GENERALES

Un antigéne est une substance capable de réactions spécifiques
avec les cellules lymphoides ou les anticorps. I1 est immunogéne lors-
qu‘il induit une hypersensibilité et/ou une production d'anticorps. On

le dit tolérogéne lorsqu'il induit une tolérance spécifique.

.On_peut donc définir un antigéne circulant comme une substance
'soluble, 1ibérée dans la circulation et possédant les propriétés d'anti-

génicité.

Pendant les différents stades de son développement, le parasite

(L3, adultes, L1) libére des substances solubles susceptibles d'étre des
antigénes circulants. On peut citer par exemples :

- des enzymes ,qui pourraient notamment permettre la migration du para-
site dans les tissus

- des métabolites, résultant de 1a respiration et de la nutrition du
parasite

- des substances d'excrétion

- des"hormones'; leur sécrétion peut &tre invoquée pour expliquer le
tropisme sexuel rapprochant in vivo les vers mdles des vers femelles

- des produits de 1'ovogénése. I1 semblerait, en effet, que lors de la
w1ibération des microfi\aires, le 1iquide contenu dans 1'utérus soit éga-
1ement 1ibéré.‘Ce 1iquidé cohtiéni probab]éhént les débrés des cuticﬁ]eskl
d'oeufs, ainsi que toutes les substances 1iées & la maturation et 3
1'&closion de 1'oeuf in utero

- du matériel 1ibéré par 1a lyse parasitaire.
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Ces substances solubles métaboliques qui, pour la plupart,
sont continuellement libérées par le parasite, semblent refléter la
présence d'une infection active ; elles peuvent en outre donner une

indication de la charge parasitaire, ou de la destruction in vivo.

I1 existe également des substances solubles d'origine somatique
qui résultent de la lyse du parasite. Ceci est surtout le cas des
larves infestantes (L3) et les microfilaires (L1) qui peuvent étre blo-
quees dans 1es t1ssus et tuées in situ. Le cas est plus rare pour les
vers adultes qu1 ont ‘une duree de v1e de 10 i 15 ans et sont |
dans 1es onchocercomes La presence de ces ant1genes somat1ques dans la
circulation est considérablement agumentée aprés un traitement thérapeu-
tique, ainsi que 1'ont montré Dodin et al. (1965) dans la schistosomiase
et Greene et al. (1980) dans 1'Onchocercose, par le biais de 1'identifi-

cationdes complexes immuns circulants.

Le nombre de substances d'origine parasitaire que 1'on peut re-
trouver en circulation est considérable. Cependant, elles ne sont peut-
8tre pas toutes antigéniques, immunogénes ou tolérogénes. De surcroit, il
est probable qu'une grande partie de ces substances s'associe & d'autres

molécules du milieu biologique ol sont complexés les anticorps.

On peut envisager que ces substances en circulation dans le sérum

des hdtes infectés se retrouvent &galement dans les urines et dans le lait.

'Jusqu'a‘présent,'on a porté un grand intérét a 1'étude de ces

antigénes solubles qui peuvent &tre isolés a partir de culture in vitro

de parasites en vue de les utiliser pour la détection d'anticorps circulants

.dans le sérodiagnostic. De nombreux travaux réalisés dans ce domaine ont
été analysés par de Savigny (1979). Cependant, la détection in vivo de ces
antigénes circulants, leur intérét pour le diagnostic, leur rdle dans la

pathologie et dans la réponse immune reste pour 1'instant un domaine peu
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étudié et mal connu.

IT - ETUDES DES ANTIGENES CIRCULANTS DANS LES PARASITOSES

Des études ont été réalisées sur différentes parasitoses pour
ténter d'identifier 1'origine, 1a nature et les effets possibles de ces
antigénes sur la réponse immune. Divers tests ont été mis au point pour

détecter ces antigénes circulants.

B1en qu 11 ex1ste des d1fferences trés 1mportantes entre .es ;
protozoa1res et les he1m1nthes, les ouvrages les plus representat1fs rea—
1isés au sujet des antigénes circulants sur les diverses parasitoses

seront examinés dans les paragraphes suivants.
1 - Les Protozoaires

Dans la malaria, les parasites au stade intraérythrocytaire, lors
de Teur 1ibération dans le sérum, constituent un matériel potentiellement
antigénique. Wilson et al. (1975) ont démontré la présence de telles subs-
tances antigéniques dans le sérum. Ils classent ces différentes substances
selon leur thermostabilité et constatent que lors d'une &tude épidémiolo-
gique réalisée sur des enfants, seul 1'antigéne-S (thermostable & 100°C)
peut &tre mis en évidence. Comme des anticorps contre 1'antigéne L
(thermolabile) sont présents chez de tels enfants, il est probable que
1'antigéne est complexé et ne peut plus étre détecté dans la circulation.
I n'existe a notre conna1ssance aucune pub11cat1on précisant 1'origine

et la 1oca11sat1on de ces ant1genes De plus, aucune étude n'a été réalisée

dans le but de comparer ces antigénes entre différentes espéces de Plasmodium.
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Les travaux de Mackey et al. (1980) ont permis la mise au point
d'un test d'inhibition d'un dosage radioimmunologique pour 1a détection

de 1'antigéne de Plasmodium berghei. Ce test est trés sensible mais il

détecte les parasites intraérythrocytaires aprés {a lyse des globules rouges.
Dans les leishmanioses, un facteur EF ("excreted factor") a été
isolé & partir de cultures in vitro de parasite. Ce facteur EF se retrouve
sur des tissus infectés par des amastigotes (Hommel, 1977) et sur des ma-
:crophages‘en co-culture in vitro avec les parasites Leishmania ou
‘-~fryEanosoma‘(Baker et‘Green,-1977).‘Cependant, cé facteur EF n'a pas

encore été mis en évidence dans la circulation de patients atteints de

leismaniose ou de trypanosomiase.

Dans la toxoplasmose, la démonstration d'antigénes circulants a

m

té réalisée chez la souris et le lapin par é&lectrophorése & contre-courant
et par diffusion en gel d'agarose (Raizman et Neva, 1975). Deux ans plus
tard, van Knapen et Panggabean (1577) exploitaient ces résultats en mettant
au point un test de diagnostic de la toxoplasmose par la détection d'an-
tigénes circulants en utilisant une technique d'immuncenzymologie (ELISA).
I1 est intéressant de noter gue les antigénes ainsi détectés ne sont pré-
sents que pendant une courte pérfode (1a phase active) qu'il s'agisse d'une

infection ou d'une réinfection.

2 - Les Trématodes

‘ C'esfraéns fe domaine dei1a‘sehistdsomiésé que 1& bib1io§raphie
sur les antigénes circulants est la plus fournie et que les études les plus
approfondies ont &té réalisées. La présence d'antigénes circulants a été -
démontrée dans le sérum (Gold et al., 1969 ; Nash et al., 1974 et Deelder

et al., 1976) dans les urines (Okabe et Tanaka, 1961 ; Carlijer et al., 1975
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et Deelder et al., 1976) et &galement dans Te lait (Santoro et al., 1977D)
de patients atteints de schistosomiase. L'origine de cet antigéne reste
incertaine bien que plusieurs auteurs (Nash et al., 1974 ; Deelder et al.,
1976 et Santoro et al., 1977b)le mettent en évidence au niveau du caecum
du ver adulte. Ceci concorde avec les nombreux travaux (voir de Savigny,
1979) relatant 1'antigénicité et méme parfois 1'immunogénicité des anti-

génes d'excrétion et de sécrétion obtenus a partir de culture in vitro.

| Les d1fferents auteurs S accordent sur la nature po]ysacchar1-
d1que de 1! ant1gene c1rcu1ant qu "ils decr1vent mais 11 ex1ste cependant
des différences au niveau du poids moléculaire, de la vitesse de migration
électrophorétique et de 1a stabilité & la chaleur. Cette discordance peut
indiquer la présence, non pas d'une seule entité antigénique, mais d'un
mélange complexe de substances d'origine parasitaire. Ainsi, les anti-
génes circulants décrits par les différents auteurs mentionnés plus
haut seraient des molécules différentes, ce qui expliquerait pourquoi
certains les détectent dans le sérum mais pas dans les urines, et vice-
versa. Une étude plus récente de Deelder et al. (1980) met d'ailleurs
en évidence et caractérise deux antigénes circulants de nature polysac-
‘charidique ; tous deux semblent &tre des produits de sécrétion et d'ex-
crétion du vers adulte mais on ne retrouve qu'un seul de ces antigénes

dans les urines de hamsters infestés.

© Santoro et al. (1978) mettent -au point un dosage radioimmunologique
(RIPEGA) qui Teur permet de quantifief les antigénes circulants dans la
schistosomiase & 1'aide d'un sérum de 1apin anti-S. mansoni. Dans la
schistosomiase humaine, Santoro et al. (1980) mettent en évidence une
corrélation entre le nombre d'oeufs passés dans les selles et le taux

d'antigénes circulants et de complexes immuns. I1s suggérent qu'il y a



une relation directe entre les antigénes circulants détectés par le
RIPEGA et la charge parasitaire. Une telle corrélation avait déja été
faite entre 1'antigéne "M" détecté dans 1'urine de patients et le
nombre d'oeufs de S. mansoni dans les selles (Carlier et al., 1975).
Ces travaux et ceux de Bout et al. (1977) montrent que ces antigénes
circulants sont immunogénes et entrainent la formation de complexes

immuns. I1 est également possible que les antigénes circulants ou les

- complexes immuns entrainent une tolérance immunitaire (Hang et al.,

. 1974 et revue générale, WHO, 1977).

2 - Les Nématodes

La présence d'antigénes circulants dans le sérum a &té mis en

évidence dans le cas d'infections par Haemonchus contortus et par

Trichinella spiralis (voir Wilson, 1874). D'importants travaux ont

également été réalisés par Jenkins et Wa.elin (1977) sur Trichuris muris

montrant 1'antigénicité et 1'immunogénicité de substances histolytiques

sécrétées lors de la pénétration dans la mugueuse du parasite.

Dans le cas des filarioses, la majorité des travaux portent sur
la détection et 1'étude des complexes immuns. On peut ainsi citer les
travaux de Karavodin et Ash (1980 et 1981) démontrant la présence de

complexes immuns chez le mérion (Meriones unguiculatus).infecté avec

Brugia pahangi, le modéle expérimental le plus proche des filarioses

lymphatiques humaines (W. bancrofti et B. malayi). I1s n'observent aucune

corrélation entre les taux de complexes immuns et Tle nombre de microfi-
laires dans la circulation. Une étude longitudinale montre que les taux
de complexes immuns passent par deux maximum au cours de 1'infection.

Le premier pourrait &tre 1i@ & une augmentation des antigénes circulants
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tels que des substances métaboliques et somatiques de L3 suivant leur
évolution dans les tissus, leurs mues ou leur mort. Le second refléterait
plutdt une réaction de 1'hdte contre 1'augmentation de produits provenant
des adultes et des microfilaires. Bien que ces observations soient faites
dans le cas d'une filariose expérimentale et que les organismes ne soient
pas, comme dans la nature, constamment confrontés aux antigénes de L3,
ces études mpntrent qu'il ya formation d'anticorps contre des antigénes

. ‘solubles différents,A

Pour ce qui concerne 1'Onchocercose, des comp1exes\immuns ont

été mis en évidence dans le sérum par plusieurs auteurs (Lambert et al.,

1978 ; Paganelli et al., 1980 ; Guerra-Caceres et al., 1980 ; Green

et al., 1980 et Steward et al., 1982) mais une certaine discordance

régne quant & 1'identification de la classe dfimmunog]obu]ine impliquée.

Par exemple, les travaux tréc récents de Steward et al. (1982) montrent

1'implication des IgM, des IgG et plus rarement des IgE dans les complexes.

Par contre, Paganelli et al. (1980) ne démontrent la présence que d'IgM.

Cette discordance s'explique d'une part par la diversité des réactifs

utilisés (anti IgG, anti IgM ou anti IgE) et d'autre part par le fait

que les techniques de dosages de complexes immuns utilisées ne mesurent

pas uniquement les complexes immuns spécifiques de 1'Onchocercose.

Ces remarques sont renforcées par les observations de Stewart et al. (1982)
'NQU{.{hdgquéht dué le taux de complexes immuns est significativement plus

élevé chez les sujets sains originaires du Soudan que chez ceux de

sujets britanniques.

Parallélement & ces travaux réalisés sur les complexes immuns,
quelques études sont consacrées i la mise en évidence et au dosage
\ . s .
d'antigénes circulants dans les filarioses. Cette voie de recherche

a été ouverte par la suggestion de Franks en 1946 que des antigénes en
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circulation dans le sé&rum pouvaient interférer avec le dosage des anti-
corps. Ce n'est malheureusement que beaucoup plus tardivement que les
travaux de Ngu et Blackett en 1976 confirmérent cette hypothése indi-
rectement par le biais des complexes immuns. Dasgupta et Shukal Bala
(1978) démontrérent la présence d'antigénes filariens dans le sé&rum de
patients en utilisant un anti-sérum contre la filaire expérimentale

Litomosoides carinii. Les travaux de Kaliraj et al. (1979) permettent

la détection d'antigénes circulants dans quelques cas de Wuchereriose
d microfilaraemie positive d 1'aide d'un sérum de lapin anti-microfilaires. -
C'est finalement en utilisant les immunoglobulines d'un sé&rum humain in-

fecté par Wuchereria bancrofti que Kaliraj et al. (1981) obtiennent la

meilleure détection d'antigénes circulants dans les sérums de patients.
Ils utilisent 1'immunoélectrophorése & contre courant et obtiennent des
résultats positifs dans 23 des 30 cas a microfilaraemie positive, mais
dans un seul des 30 cas de filariose c¢linique. L'immunoglobuline active

de ce sérum est de classe IgG.

Les seuls travaux concernant la détection d'antigénes circulants
dans 1'Onchocercose ont été réalisés dans notre 1abbratoire par Quaissi
et al. (1981). Pour cela, un anti-sérum de lapin immunisé avec un anti-
géne soluble d'0. volvulus a été utilisé. L'immunoé&lectrophorése permet
de détecter 1'antigéne circulant dans 31 % des cas. Cependant, avec une
technique radioimmunologique plus sensible, on le détecte dans 75 % des
patients onchocerquiens. Cette technique trés sensible manque cependant
de spécificité car des réactions croisées importantes sont obtenues
avec d'autres filarioses humaines. L'outil particulier que représentent’

les anticorps monoclonaux semble étre un bon candidat pour pallier 3

ces problémes de réaction croisée. De plus, par leur homogéhéité, Tes

anticorps monoclonaux s'avérent &tre un outil de choix pour le
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sérodiagnostic, comme le montrent les travaux de Araujo et al. (1980)

sur la détection d'antigénes circulants de Toxoplasma gondii par

un anticorps monoclonal.

Ce travail a donc pour but la production d'anticorps monoclonaux
anti-0. volvulus et Teur utilisation pour la détection des antigénes
circulants dans les sérums de patients onchocerquiens. La valeur d'un
tel test pour un éventuel diagnostic immunologique de 1'Onchocercose

est discutée.




CuaptTre 111

L’HYBRIDATION CELLULAIRE POUR LA PRODUCTION D'ANTICORPS MONOCLONAUX
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I - DEFINITION ET INTRODUCTION

L'hybridation cellulaire consiste & fusionner deux cellules
différentes pour former une entité cellulaire possédant la totalité
ou une partie du matériel génétique des deux cellules d'origine.
La cellule hybride ainsi formée, ou hybridome peut exprimer simul-

tanément les propriétés biologiques des deux cellules “parentales”.

‘On ﬁeut donc, ﬁar cefte technique, enQisager Tarfusion entre
un plasmacyte, cellule productrice d'anticorps, et une cellule
my&lomateuse possédant la propriétéd de se multiplier in vitro de
fagon exponentielle. Dans les cas favorables, 1'hybridome formé
conservera ces deux propridtés et donnera lieu & une population
cellulaire croissante produisant des anticorps monoclonaux. las
anticorps monoclonaux qui, par définition, sont synth&tisés par
un seul clone cellulaire, sont dirigés contre un méme déterminant
antigénique et forment par conséquent une population d'immunoglobu-

linique homogéne.

Des anticorps monoclonaux peuvent également &tre obtenus
suite & la transformation en lignées continues de lymphocytes B par
le virus Epstein-Barr (Steinitz et al., 1977). Cette technique qui
"~ conserve les caractéristiques des cellules B ainsi immortalisées, permet
de travailler & partir de cellules humaines. Cependant, le rendement
est faible, Tes anticorps sécrétés sont bien souvent de faible affinité -
etla production massive d'anticorps monoclonaux est moins fructueuse

que par le biais de 1'hybridation cellulaire.
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En fait i1 existe, tant chez 1'homme que chez 1'animal,
une trés grande hétérogénéité moléculaire des immunoglobulines.
Lorsqu'on injecte un agent immunogéne & un animal, celui-ci répond
en fabriquant différents anticorps dirigés contre les différentes
molécules antigéniques de la substance injectée. I1 est pratiguement
impossible de séparer ces différents anticorps de sorte que les
antisérums conventionnels contienrant un mélange d'anticorps variant
d'un animal é-]'autre._Ceci présente un trés grand handicap pour le
| Séfodiaéndstic Surtouf éu'niveaylde ja Sﬁaﬁdardisétion des tests,
’et'i1 est brobab]e QUé les ahticorps monoclonaux vont révolutionner

ce domaine dans un futur proche.

IT - LA FUSION CELLULAIRE

La découverte de 1'hybride cellulaire remonte & 1960 avec
les travaux de Barski, mais ce n'est qu'en 1975 qu'elle fut appliquée

d 1'immunologie par Kohler et Milstein.

1 - Les cellules

-t o o A - A = e - -

a) les cellules immunes

Elles proviennent de la rate, des ganglions ou du sang. Le
choix dépend principalement du modéle expérimental, de la localisation
barticuliéré’de’ceftaines ﬁOpuTatibhs 1ymphocytaife$, ou encore de
la facilité d'obtention d'une grande quantité de cellules immunes.
Anderson et Melchers(1978) ont montré, en stimulant les cellules par
du LPS, que les cellules blastiques sont plus sensibles a la fusion

que les petits lymphocytes (cellules au terme de leur évolution).



TABLEAU 1

Principales souches myélomateuses utilisées pour la fusion

Lignée cellulaire Origine” | Production immunoglobulinique Référence
chaine lourde chaine 1égére

P3-X63-Ag 8 Souris + ' KOHLER et al. (1975)
MS1/1-Ag. 4.1 Souris - + () KOHLER et al. (1976)
SP2/0-Ag. 1.4 Souris - - - SHULMAN et al. (1978)
Y3 Ag. 1.2.3 Rat - - + GALFRE et al. (1979)
IR 983 F Rat - - BAZIN et al. (1980)
U 266 AR, Homme + b OLSSON et al. (1980)

(%) Produite mais non sécrétée.

Gg
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Depuis les travaux de Kohler et Milstein (1975) de nombreuses
souches my&lomateuses ont &té exploitées pour leur capacité de fusion,
L'origine et les caractéristiques de ces cellules sont résumées dans

‘e Tableau 1.

2 - Les agents fusogénes

- ~La fusion spontanée entre cellules est trés rare d'ol la -

nécescite d'utiliser des agents fusogénes.

Les premiers travaux montrant le rdle fusogéne du virus
de Sendai inactivé sont ceux de Harris et Watkins (1965). Ilsn'obtiennent
pas de cellules hybrides viables mais cet échec s'explique par le

choix des cellules et non pas par 1'utilisation du virus.

Les premiers hybrides viables induits nar le virus de
Sendai inactivé sont décrits par Yerganian et Nell (1966), puis Coon
et Weiss(1969) qui définissent les conditions optimales d'obtention
d'un rendement de fusion &levé. Dans leurs expériences, le taux
d'hybridation est multiplié par un facteur de 100 par rapport au taux

de fusion spontanée. .
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Cependant, 1'utilisation du virus de Sendai comme agent

fusogéne présente plusieurs inconvénients :
- la préparation et le maintien de la souche virale sont

délicats.

- 1'activité des différentes préparations virales est tres

variablie.

"= le traitement par le virus est infectant pour certains =

“types cellulaires.

- 1'introduction d'une information dans le génome cellulaire

n'est pas exclue.

Les problémes posés par 1'utilisation du virus de Sendai
ont poussé les recherches vers 1'obtention d'un agent fusogéne chimique.
Ankong et al.{1975) ont &tudié notamment 1'effet fusogéne du diméthy]
sulphoxide (DMSO) et du glycérol. Pontecarve (1975) montre que
1‘utilis§tion du polyéthy]éne glycol (PEG) comme agent de la fusion
cellulaire permet 1'obtention de nombreux hybrides cellulaires. Peu
aprés, Davidson et Geraid (1976) définissaient les paramétres de la

fusion cellulaire par Te PEG.
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3 - Le mécanisme

Le mécanisme de fusion cellulaire est encore mal connu.
Les principales observations ont &té faites au niveau membranaire.
Ankong et al.(1975) proposent le schéma suivant pour expliquer 1'action

fusogéne de substances chimiques telles que le PEG (Fig. 2).

Dans un premier temps, les agents de fusion chimiques
entra1nent une ‘1u1d1f1cat1on des d°ux couches 11p1d1ques membrana1res.
Ceci est suivi par une agglut1natwon des prote1nes de memorane. LOFSQUE
deux cellules présentant ce méme phénoméne sont en contact, la fusion
membranaire s'amorce. Un réarrangement des feuillets lipidiques des deux
cellules s'opére, conduisant & une fusion localisée. La généralisation de

la fusion se fait par 1'intermédiaire du gradient osmotique intracellulaire.

Des fusions localisées induites par le virus de Sendai ont £i2
observées au microscope électronique par Toister et Loyter {(1973). Les
travaux de Sekiguchi et al. (1981) apportent des renseignements plus

précis sur cette fusion. I1s montrent que 1'activité du virus est associde

& 2 glycoprotéines virales : la glycoprotéine HANA portant une activité
neuraminidasique qui permet 1‘agg1;tination cellulaire, et la glycoprotéine
F qui est responsable de la fusion cellulaire localisée. La phase suivante
de genera11sat1on de la fus1on qui depend essent1e11em=nt du grad1ent

: osmot1que 1ntrace11u1a1re est 1nh1bee par des concentrat1ons extracellu-

laires &levées en sérumalbumine.
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FIGURE 2 : FUSION CELLULAIRE INDUITE PAR LES AGENTS FUSOGENES CHIMIQUES
(AKONG et al. ., 1975)
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4 - La sélection des hybrides

Aucune sélection n'est & envisager vis-a-vis des cellules immunes
du fait de Teur inaptitude & proliférer in vitro. I1 faut cependant empécher
la multiplication des cellules de myélomes de telle maniére que seuls les
hybrides cellulaires se développent. Ce sont les travaux de Littlefield

(1964) qui ont permic d'obtenir un tel systéme de sélection.

Le systéme de L1tt1ef1e1d repose- sur le fa1t que les cellules
de mamm1feres possedent deux voies de synthese desnuc]eotwdes (Fig. 3) :
soit une synthése de novo & partir de sucres et d'acides aminés, soit une
voie de synthése utilisant des nucléotides préformés, 1'hypoxanthine et la
thymidine. La synthése de novo est bloquée par la présence d'aminopterine ;
1'autre voie de synthése nécessite quant & elle la présence des enzymes
hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase (HGPRT) et Thymidine kinase
(TK). Or, Littlefield a isol&, & partir d'une souche hétéroplcide de souris,
deux sous-lignées cellulaires respectivement déficientes en HGPRT et en Tg.
Ces déficiences mettent en corrélation respectivement une résistance & la
8-Azaguanine et la 5-bromodé&soxyuridine. En fusionnant ces deux sous-lignées
cellulaires, seuls les hybrides possédant par complémentation des deux génomes
parentaux la TK et la HGPRT, peuvent se développer dans un mi1ieg sélectif

HAT (Hypoxanthine - Aminopterine - Thymidine). En résumé, i1 suffit donc
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FIGURE 3 : BIOSYNTHESE DES ACIDES NUCLEIQUES, 0LE DE L'AMINOPTERINE
(LITTLEFIELD ,1964)
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que la lignée cellulaire myé&lomateuse utilisée soit déficiente en HGPRT ou

en TK pour que la sélection des hybrides s'effectue en milieu HAT.

5 - La stabilité des hybrides

Au premier stade de leur prolifération, les cellules hybrides
perdent une partie de leurs chromosomes. La stabilité des hybrides dépend
éséent%el1emeht de 1‘hbmogénéité du systéme d'hybridation. Dans le systéme
bséuéié x'éourié, la perfe chfomosohique est trés 1eﬁte ; aprés 100 géné-
rations, on constate généralement une perte de 10 & 20 m des chromosomes
initiaux, puis le caryotype cellulaire se stabilise (Ephrussi et Sorieul,
1962 ; Ephrussi, 1964 ; Ephrussi et al., 1964). La perte de chromosomes
ne s'effectue pas d'une maniére a1éatoire et dans les hybrides interspéci-
fiques on nbserve une perte préférentielle de chromosomes d'une des deux
espéces. C'est le cas pour les chromosomes de ra. dans lec hybrides rat x
souris (Weiss et Ephru-si, 1966) et pour ceux de souris dans les hybrides
souris x hamster (Scaletta et Ephrussi, 1965). Cette perte chromosomique

se Timite en généra] a 10 - 20 % du total des chromosome. Une exception

cependant, les hybrides homme x souris, particuliérement instables. En effet,

Weiss et Green (1967) signalent qu'aprés 20 générations, il ne reste que
de 2 & 15 chromosomes humains et qu'd la suite de la stabilisation des

hybrides, 100 générations plus tard, les hybrides ne contiennent plus que

1 & 3 chromosomes humains. Ce sont généralement les mémes chromosomes humains

qui sont conservés.

Ce mécanisme de déstabilisation des hybrides est encore mal connu.

IT pourrait résulter d'un manque de coordination dans la transmission des

génomes parentaux aux cellules filles lors de la mitose.
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[IT - LA PRODUCTION D'ANTICORPS MONOCLONAUX

Les premiéres expériences conduisant d la production d'anticorps
monoclonaux sont celles de Kolher et Milstein (1975). I1s hybrident des
B lymphocytes de souris immunisées par une suspension de globules rouges
de mouton et des cellules de la lignée myélomateuse P3 x 63 Ag 8. Ils
obtiennent des cellules hybrides dont certaines synthétisent des anticorps
spécifiques du globule kouge de mouton, démontrant ainsi que le génome
Tymphocytaire»s'exprime.dans les cellules hybrides néoformées. De plus,
ces cellules hybrides possédant la capacité de multiplication in vitro
des cellules myélomatnuses,représentent une source abondante d'anticorps

monoclonaux.

La lignée myélomateuse P3 x 63 Ag 8 sécréte une immunoglobuline
.chaines 1égéres et chaines lourdes). Par conséquent, les cellules hybrides
vont sécréter des hybrides moléculaires, mélangeant les chaines lourdes
et les chaines 1égéres du my&lome et du B lymphocyte. Pour augmenter les
chances d'obtenir des hybrides exprimant le génome des B lymphocytes il
est donc préférable d'utiliser une lignée cellulaire n'exprimant aucune

immunoglobuline.

1 - Le c]onage

. Le clonage des cellules hybrides permet I'établissement d'un vé-
ritable clone d'hybride. En effet, dans la majorité des cas, les populations
cellulaires hybrides sélectionnées par le milieu HAT sont issues de plusieurs
hybrides initiaux possédant des potentialités synthétiques diverses. Pour
assurer la monoclonalité des anticorps produits il est nécessaire de
cloner les hybrides de facon & obtenir une population cellulaire issue

d'un seul hybride. Les clones produisant des anticorps de la spécificité
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recherchée peuvent avoir un pouvoir de multiplication moins important
que les clones négatifs. Par conséquent, pour éviter la perte de ces
clones positifs parmi les négatifs, il est important de réaliser le

clonage rapidement aprés la sélection.

Le clonage peut étre réalisé sur agarose si le test de dépistage
des anticorps spécifiques peut se faire in situ. Si, par contre, ce test
nécessite le surnageant de culture i1 est préférable d'utiliser la

' techn1que de d11ut1on 11m1te

2 - La production massive d'anticorps monoclonaux

La production massive d'anticorps monoclonaux peut étre envisagée
sous deux aspects :
- T1a culture massive in vitro

- la production d'ascite in vivo

Les hybrides cellulaires gardent la propriété du myélome de se
multiplier rapidement in vitro. Cela permet 1a culture massive des
hybridomes qui synthétisent des anticorps monoclonaux et les sécrétent
dans le milieu de culture. Dans les conditions idéales de culture, cer-
taines lignées cellulaires peuvent produire jusqu'a 50 ou méme 100 U9

de protéines monoclonales par millilitre. Cependant la production d'an-

,,,,, [

. ticorps - var1e “siivant Tes 1ignées ce11uf”ﬁres ‘et on"obsérve T
beaucoup plus souvent des concentrations de 1'ordre du microgramme par

millilitre.

Le surnageant de telles cultures de masse constitue un matériel

abondant & partir duquel les anticorps monoclonaux peuvent étre isolés.




Cette technique de culture de masse est utilisée surtout pour les

hybrides hétérologues qui ne peuvent étre injectés a 1'animal.

La production d'ascite in vivo se base sur Te fait que les celluies
hybrides acquiérent la propriété tumorigénique des cellules myélomateuses.
Les cellules hybrides injectées par voie intrapéritonéale & un animal

_.histocompatible ou incapable de kejeterv1es‘hybrides (athymique ou nu/ng}.
. entrainent.ledéveloppement d'une tuﬁeur,intrapéritonéale. Cette tumeur
conduit & la production d'un liquide d'ascite riche en anticorps mono-

clonaux.

Cette technique est plus fructueuse que la précédente ; en effet les
concentrations en anticorps monoclonaux sont 10 a 1000 fois supérieures

a celles observées dans les surnageants de culture cellulaire.

IV - CONCLUSION

Pour conclure ce chapitre, résumons schématiquement les
différentes étapes présidant a la production d'un clone cellulaire

hybride producteur d'anticorps monoclonaux (Figure 4).

L'utilisation d'anticorps polyclonaux pour le diagnostic est depuis
des années d'une grande utilité. Cependant, au fur et a mesure de 1'évo-
Tution des techniques et de 1'amélioration des réactifs, les limitations

des anticorps polyclonaux se font sentir :
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FIGURE 4 : PROTOCOLE DE PRODUCTION DES ANTICORPS MONOCLONAUX
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les antigénes non purifiés entrainent une grande hétérogénéita

au niveay des anticorps produits ce qui nécessite une purifica-
tion des antisérums

les résultats des immunisations sont imprévisibles car ils
varient d'un animal & 1'autre, et par conséquent difficilement
reproductibles

les antisérums ou les nyperimmunsérums sont trés h2térogénes

au niveau de leurs avidités , des réactions croisées et de leurs
'fdhétibnéféffécfriééér | | - |
i1iest}diffiéi1e ae prdduire de'grahdes quantités d'un antisérum

donné.

Les anticorps monoclonaux semblent pouvoir pallierd certaines de

ces limitations

on peut produire des anticorps monoclonaux en immunisant avec
seulerent quelques microgrammes d'un antigéne non purifié

on peut obtenir des quantités pratiquement il1limitées

on obtient un réactif homcgéne et stable qui peut ainsi donner
des résultats identigques d des moments différents et dans des

lieux variés.

La technique d'obtention et de sélection d'hybrides cellulaires
produisant des anticorps monoclonaux de spécificité donnée est relativement
’1ourdé‘et onéreuse. Cependant, une fois 1'hybride obtenu, Te maintien i
de 1a souche et la production proprament dite d'anticorps monoclonaux
ast simple et peu colteuse.

\

Quelgques problémes subsistent néanmoins dans cette nouvelle

technologie. On peut noter, par exemple, la grande part laissée au

nasard au niveau de la fusion ceilulaire et de Ta stabilité des hybrides.
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Ceci entraine un manque total de reproductibilité dans les expériences
d'hybridation. Des améliorations restent & faire pour augmenter la
fréquence de fusion cellulaire, ou encore pour obtenir une population

initiale plus riche en cellules productrices d'anticorps.

Les anticorps monoclonaux représentent un outil d'une puissance
remarquable. L'industrie pharmaceutique et les fabriquants de produits
xséiégfifiquég ne Sfy’sont,paé tfbhpés gniihvestissant:dés sommes con-
sidérab]es dans éé ddh&ine (Wade, 1980).'De nombredx 1éboratoirés de
recherche y travaillent et la bibliographie sur ca sujet est trés volu-
mineuse. L'outil monoclonal a ét& utilisé dans de trés nombreux domaines,
cités dans des revues générales par Rowe (1980), McMichael et Bastin

(1980) et Lipinski et Herzenberg (1981).

La pureté, la spécificité, la stabilité et la possibilité d'ob-
tenir d'importantes quantités permettant une standardisation mondiale
font des anticorps monoclonaux un outil de choix pour le diagnostic.

I1s sont utilisés avec succés pour diagnostiquer la présence de métas-
tases cancéreuses (Goldenberg, 1982). Un agent radioactif est fixé aux
anticorps anti-cellules tumorales qui sont alors injectés au patient.

Le site de fixation peut &tre visualisé grice au tracéur radioactif.
L'anticorps monoclonal en tant que réactif biologique spécifique a &té
‘utiTisé pour 1a caractérisation de certaines leucémies (Reinherzlgz_gl;,
1980) et pour la détection prénatale du mongolisme par le biais du

typage HLA (Lipinski et Herzenberg, 1981).



Des travaux sont également effectués en vue d'utiliser les
anticorps monoclonaux pour 1'immunodiagnostic des infections parasitaires.
Un dosage radioimmunologique par méthode compétitive a &té& mis au point

pour la mise en évidence d'infection par le Cestode Mesocestoides corti

(Mitchell et al., 1979). Ces résultats montrent que 1'utilisation
d'anticorps monoclonaux permet d'obtenir une bonne sensibilité et une

~grande spécificité

Par contre, Araujo et al. (1980) concluent que pour la détec-

tion d‘ahtigénes de Toxoplasma gondii dans le sérum, les anticorps poly-

clonaux offrent des résultats plus satisfaisants que les monoclonaux.

Un anticorps monoclonal dirigé contre le stade adulte de Schistosoma
Japonicum s'est montré d'une grande efficacité immunodiagnostique aux
Philippines (Mitchel et al., 1981 ; Cruise et al., 1981). Le test utilisé
se base sur une compétition entre 1'anticorps monoclional et les anticorns

présents dans le sérum de patient.

Une autre approche pour 1'immunodiagnostic consiste & utiliser
les propriétés de réactions croisées de certains anticorps monoclonaux
pour dépléter un antigéne brut des déterminants antigéniques communs aux
autres parasites. Ceci a &té utilisé avec succds pour le parasite de 1'hy-

datidose, Echinococcus granulosus (Craig et al., 1981). Ce genre d'appro-

- che-n'en est.qufaUX'premiers balbutiements mais pourrait &tre utile dans

certaines situations ol les réactions croisées sont limitées et connues.



50

Le développement de la technique de production d'anticorps mono-
clonaux étant relativement récente, son application d 1'immunodiagnostic
n'est qu'au stade de la mise au point. L'intérét de ces anticorps, en
technique de routine et pour les études épidémiologiques sur le terrain,
reste d prouver. Cependant, les quelques exemples citds plus haut laissent

entrevoir le rdle fondamental que peut jouer 1'outil monoclonal dans le

diagnostic.



CHAPITRE [V

MATERIEL ET METHODES



I - QRIGINE DES SERUMES .ETUDIES

Cette étude a &té réalisée sur deux populations vivant dans

des régions endémiques pour 1'Onchocercose.

Pour la premiére, il s'agit de patients Africains vivant en
République du Mali et sélectionnéds & 1'Institut Marchoux de Bamako pour
la presence de nodu]es Le sérum de ces pat1ents nous a été expedwe
congele mais nous ne possedons pas de donnees c11n1ques p]us prec1ses

sur ces ma]ades.

Le deuxiéme population étudiée vit dans le Territoire Fédéral
Amazonien du Vénézuéla. Elle est constituée uniquement d'Indiens
appartenant 1'éthnie Yanomamo. Cette population, vivant dans des terri-
toires trés retirés de la forét Amazonienne, permet la réalisation
d'études trés importantes sur 1'Onchocercose. En effet, ces indiens
totalement écartés de la civilisation n'ont subi aucun traitement par
des anthelminthiques. De plus, cette zone fortement endémique pour

1'0Onchocercose ne i‘est pas pour les autres filarioses, ni pour les
autres helminthiases mises 3 part les infections intestinales courantes
(Ascaridiose, Ankylostomose). Une mission biomédicale préliminaire
(Yarzabal et al., 1981) a montré que 95 % de cette population est infecteée
par 0. volvulus que des 1ésions oculaires sont présentes dans 49 % des
~cas, des nodu]es dans 35 , des cas et avec 1a charge paras1ta1re moyenne
est de 77 microfilaires par milligramme de peau. Des échantillons de

sérums de ces indiens ont &té obtenus par ponction veineuse. Une fois

séparés par décantation, ils ont été filtrés sur place, stockés a +4°C

pendant 3 jours avant d'étre congelés & -20°C & Caracas et rapportés congelés

Jusqu'au CIBP (Lille).




Des échantillons d'urines fraiches ont également été obtenues.
Stockés & 4°C, ils ont été transportés le jour-méme au laboratoire de
Caracas ol ils ont été filtrés, dyalisés et Tyophilisés. Deux biopsies
cutanées exsangues (1 scapulaire et 1 illiaque) ont été prises sur
chauge sujet pour le diagnostic parasitologique et la détermination de
la charge parasitaire. L'dge, le sexe et le nombre de nodules présents

a été noté pour chaque individu étudié.

Pour 1'étude des réactions croisées des sérums de sujets
infectés par d'autres parasitoses ont été testés. I1 s'agit de patients
présentant des infections patentes confirmées par un diagnostic parasi-

tologique et/ou immunologique.

Les sérums de patients infectés par Brugia malayi proviennent

de Malaisie et ceux par Wuchereria bancrofti du Brésil. Les autes ont

été obtenus dans la sérothéque du Service de Diagnostic. Les sérums 4

bovidés infectés par Onchocerca gutturosa, 0. gibsoni et 0. lienalis

ont été grdcieusement envoyés d'Australie par le Docteur G.F. Mitchel.

Comme contréles, des sérums d'Européens ont été utilisés, ainsi
que ceux d'Africains mantrant des tests de diagnostic parasitologique et
immunologique négatifs. I1 faut cependant garder 3 1'esprit que ces
.derniers ont vécu de nombreuses années~dahs des régions endémiques pour

1'Onchocerocse.
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IT - LE MATERIEL PARASITAIRE

1 - Les nodules

Les nodules onchocerquiens (Photo 4) sont extraits chirurgicale-
ment des patients, congelés sur le terrain et expédiés au laboratoire
en coffrets isothermes contenant de]a.carboglacefl]s proviennant d'Afrique

(Mali et Haute-Volta) et du Vénézuéla (Territoire Fédéral Amazonien).

2 - Les vers adultes

Les vers adultes sont obtenus par dissection des nodules et
sont soigneusement lavés dans du sérum physiologique. Lors de la dissec-
tion et en grattant les parois des nodules, il est possible de recueillir
des oeufs et des microfilaires qui peuvent également étre utilisées pour

la préparation d'antigeéne.

Alternativement, les nodules peuvent étre digérés & la colla-

génase (de Clostridium histolytica, Grade II, Boehringer Mannheim) selon

la méthode de Schulz-Key et al., 1977). Les vers adultes sont alors
recueillis entiers (Photo 5) et lavés abondamment dans du sérum physio-

logique.

3 - Préparation de 1'Antigéne

Aprés lavages, les vers recueillis sont transférés dans une
solution de NaCl 1 %.. Il1s sont découpés grossiérement & 1'aide d'un
scalpel puis broyés par 5 passages successifs & 1'X-press (Bio-LKB) sous

une pression de 2000 kg/cmz). La suspension obtenue est passée aux
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‘iO"I}ri

Photo 4 : Nodules onchocerquiens aprés leurs ablations.

Photo 5 : Vers adultas d'Onchocerca volvulus aprés la digestion des

nocdules par la collagénase. A gauche des trois famelles
entortillées sur olles-mémes, un mdle, nlus petit st raide,

2st raprésenta.

3



ultrasons (Braun-Sonic 125-TC4C) et centrifugée & 10,000 g pendant 1 h
a 4°C. Le surnageant est dialysé contre de 1'eau distillée pendant 48
heures, puis lyophilisé. On obtient ainsi un antigéne soluble que 1'on
désigne (Ag Ov). Cet antigéne peut étre débarrassé des contaminants
humains par immunoabsorbtion sur billes de Sépharose activée auxquelles
est couplé un sérum de cheval anti-sérum humain normal. La technique

utilisée est décrite en détails par Axen et al. (1967).

‘A partir de cet Ag Ov,-un antigéne soluble dans 1'acide tri-

" chloroacétique (Ag TCA) est préparé selon la technique décrite par

Carlier et al. (1980). En bref, on réalise deux précipitations sur de
la glace avec une concentration finale en TCA de 10 %. Aprés centrifu-
gation, le surnageant et le culot sont dialysés pendant 48 heures contre

de 1'eau distillée, puis lyophilisés.

IIT - LA PRODUCTION D'ANTICORPS MONOCLONAUX

1 - Les milieux de cultures

Le choix et la qualité des milieux de cultures sont des facteurs
déterminants pour 1'hybridation et la production d'anticorps monoclonaux
qui repose essentiellement sur des techniques de culture cellulaire. La
composition et 1'utilisation des différents milieux de cultures employés

dans notre travail sont résumés dans le Tableau 2.

2 - Les cellules nourriciéres

Certaines étapes délicates dans la production d'anticorps
monoclonaux requiérent la présence d'un tapis de cellules nourriciéres.

Ces étapes sont notamment la phase de sélection des hybrides aprés
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TABLEAU 2

COMPOSITION ET UTILISATION DES MILIEUX DE CULTURE

CELLULAIRE
 Nature ' - Composition ‘ Utilisation
MiliewwA .- ,;_ : Mi]ieunDMEM (a)_. - culture des cellules
4 x 1073 M NaHCO3 myélomateuses et hy-
3,5 % Aane (b) brides

15 % svr (€)

100 UI/ml1 penicilline

50 yg/m] streptomycine
pH 7,2 - 7,3

Milieu B Miliey DMEM (@) Fusion cellulaire
4 x 1073 M NaHCO3
25 mM HEPES
100 UI/m1 penicilline
50 pg/ml streptomycine

pH 7,3
Milieu HAT Milieu A contenant : S&lection des
1x10°%m hypoxanthine hybrides cellulaires

4 x 1074 M aminoptérine
1,6 x 1075 M thymidine

Milieu HT Milieu HAT sans aminop- Culture des cellules
: térine ‘ hybrides (transition
entre le milieu HAT

et 1e milieu A)

(GIBCO, U.S.A.)

.
»

a) DMEM : milieu de Eagle modifié par Dulbeccod 4,5 g/1 de glucose e
(: £/

b) AANE : acide aminé non essentiel (GIBCO, USA)
¢) SVF : sérum de veau foetal décomplémentéd par chauffage 1 h & 56°C
d) DMEM : milieu de Eagle modifié par Dulbeccod 1 g/1 de,glucose (GIBCO, USA)
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hybridation, et la phase de clonage. Ce tapis cellulaire présente deux
avantages. D'une part, les cellules libérent dans le milieu de nombreux
métabolites, favorisant la multiplication des hybrides isolés et parti-
cipant également au maintien d'un pH physiologique favorable au dévelop-
pement de ces cellules. D'autre part, la présence de macrophages dans

le tapis cellulaire nourricier permet 1'élimination rapide des débris

cellulaires issus de la nécrose de certaines cellules.

. ‘Les étapes de la préparation des cellules nourriciéres sont les

suivantes : - |

- 5 ml de milieu A sont injectés par voie intrapéritonéale & des
souris balb/c de 2 a 3 mois

- les cellules nourriciéres sont récupérées aprés un lavage de
la cavité péritonéale

- le volume total récolté de la cavité péritonéale (v 4 ml)
est complété a 12 ml pa: du milieu A

- des fractions aliguotes de 0,5 ml de cette suspension cellu-
laire sont réparties dans les 24 alvéoles d'une plaque de culture cellu-
laire (Nunclon). Alternativement, dans le cas d'un clonage, les 12 ml
de suspension cellulaire sont distribuées & raison de 50 P] (une goutte)
par alvéole dans deux plaques de culture cellulaire de type Nunclon &
96 alvéoles

- les plagues de culture sont.incubées a& 37°C en atmosphére
. Bumide & 5-%.de CO02

- aprés 48 heures d'incubation, les cellules non adhérentes
sont éliminées par aspiration du surnageant, laissant au fond des alvéoles
un tapis cellulaire essentiellement composé de cellules fibroblastiques

et de macrophages.



59

3 - Les cellules immunes

Les cellules immunes sont isolées de 1a rate d'animaux immunisés.

Quatre expériences d'hybridation ont été réalisées avec des
cellules de rats Lou/C immunisés avec de 1'Ag Ov. Deux autres ont utilisé
des cellules de rats immunisés avec des complexes immuns. Ces derniers
ont été bréparés d partir de sérums d'onchocefquiens, soit par ultra-

- centrifugation (40,000 tr/min - 2 h 15), soit par précipitation par

le polyéthyléne-glycol (PEG) & 6 %.

Quel que soit 1'antigéne, le protocole d'immunisation est le
suivant :

- lére injection : 100 K9 d'antigéne dans 100 F] de sérum
physiologique émulsionné avec 100 pl1 d'adjuvant complet de Freund (ACF),
i1jecté dans les coussinets plantaires d'un rat Lou/c (6 a 8 semaines)

- 2éme injection : la méme préparation injectée parvoie sous-
cutanée, un mois aprés la premiére

- 3éme injection : 100 Hg d'antigéne mais sans ACF injecté par

voie intraveineuse 3 3 4 jours avant la manipulation de fusion cellulaire.

Un délai de 2 & 3 mois est respecté entre la 2éme et la 3éme
injection d'antigéne et la bonne immunité des rats est vérifiée avant
1'injection finale. Si nécessaire, un rappel peut &tre effectué selon le

protocole décrit pour la 2é&me injection.

- b o T o .

La rate des animaux immunisés est prélevée stérilement. Une
suspension cellulaire est obtenue par homogénéisation de la rate en

milieu B dans un homogénéisateur en verre muni d'un piston lache. Les
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cellules spléniques sont ensuite lavées deux fois en milieu B. La sépa-
ration des hématies et des lymphocytes spléniques s'opére dans un tube
stérile en plastique de 25 ml (STERILIN, Teddington Middlesex, England)
sur un gradient de Ficoll/métrizoate de sodium. Celui-ci est constitué
de 8 ml d'une solution a 9,6 % (p/v) de métrizoate de sodium et a 5,6 %
(p/v) de Ficoll sur lesquels est superposée une couche de 2 ml d'une
solution & 7,7 % (p/v) de métrizoate de sodium et & 4,5 % (p/v) de

Ficoll.

Les cé]]d]es sp]éhiqﬁes kepfiéeé dané 8 ml de milieu B sont
déposées délicatement & la surface du gradient. Aprés 10 minutes de
centrifugation & 800 g, les hématies et débris tissulaires sédimentent
au fond du tube alors que les lymphocytes peuvent étre récupérés au
niveau de la couche intermédiaire du gradient. Ils sont alors lavés

deux fois dans 50 ml de milieu B par centrifugation.

L'hybridation homologue a pu étre réalisée grdce a 1'apport
par le Professeur H. Bazin de cellules myélomateuses de rats. I1 s'agit
de Ta souche IR 983 F (Bazin et al., 1980) isolée d'un immunocytome de
rat LOU/C. Ces cellules myélomateuses sont non sécrétantes, non produc—

trices, résistantes a 20 pg/ml de 8 azaguanine et présentent une défi-

cience en Hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase (réf. Figure 3).

Préalablement & l1a fusion cellulaire, les cellules myélomateuses

sont lavées deux fois dans 50 ml de milieu B afin d'éliminer le sérum de

veau foetal qui inhibe la fusion cellulaire.
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5 - La fusion cellulaire

La technique de fusion cellulaire utilisée s'inspire des travaux

de Howard et al. (1978), Mc Kearn et al. (1978) et Clevinger et al. (1978).

L'agent de fusion utilisé est le polyéthyléneglycol (PEG)
dimethylsulfoxide (DMSO). 30 g de PEG 1500 sont dissoutsdans 42 ml de
tampon phosphate 10 mM, NaCl 15 mM, pH 7,2, et 0,2 ml de DMSO. La soluticn
est stérilisée a 1'autoclave 15 mn & 121°C.

ﬁv"La fusion est réalisée dans un}tube a centrifugation conique
de 50 ml (Corning, USA). res cellules myélomateuses sont ajoutées aux
cellules spléniques dans un rapport de 1 pour 5. Un culot cellulaire
mixte est obtenu aprés une centrifugation de 5 mn & 400 g, on y ajoute
1 ml de la solution de PEG/DMSO en 1 minute sous agitation douce, puis
successivement 1 ml et 20 ml de milieu B en 1 mn et 4 mn respectivement,
toujours sous agitation douce. Les cellules sont ensuite lavées en
milieu B pour &liminer 1'excés de PEG/DMSO. A partir du culot cellulaire
obtenu, une suspension cellulaire contenant 5 x 100 cellules par ml est
réalisée en milieu A. Des fractions aliquotes de 1 ml sont réparties par
a]véo]ekde plaque de culture cellulaire (Nunclon, 24 alvéoles) contenant
un tapis de cellules nourriciéres. Les plaques sont incubées en atmos-

phére humide a 5 % de C02 et & 37°C.

- . 6.~ Selection des hybrides

La sélection s'opére par 1'aminoptérine (Littlefield, 1964)
et consiste d inhiber Ta prolifération des cellules myélomateuses n'ayant
pas fusionné. Le principe de cette sélection a été préalablement décrit

page 39.
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Le protocole est le suivant : aprés 24 heures de culture en
milieu A, 1 ml de milieu HAT est ajouté. Pendant les 3 jours suivants,
1 ml du milieu de culture est remplacé par 1 ml de milieu HAT. Ceci
permet un changement progressif du milieu A au milieu HAT et une élimi-
nation des substances toxiques relarguées par les nombreuses cellules
qui meurenf pendant cette phase. Les cellules sont généralement cultivées
pendant 15 3 21 joUrs en milieu HAT avec renouvellement du milieu en
| moyenne tous les 5 jours. Aprés cette période, la culture peut se faire

“en mi1ieurHT.

7 - Mise en évidence d'anticorps monoclonaux anti-Q. volvulus

La mise en évidence dans les surnageants de cu]ture cellulaire
d'anticorps présentant une spécificité anti-0. volvulus a été réalisée
par deux techniques menées en paralléle. Il s'agit de 1'immunofluorescence
(IF) et d'une technique immuncenzymatique, 1'ELISA ("enzyme-linked

immunosorbent assay").

Les sites antigéniques présents & la surface de coupes de
parasites et les molécules d'Ag Ov fixées & un support solide sont

différentes, cecisignifie que pour un dépnistage complet des anticorps

produits, Tes deux tests (IF et ELISA) doivent étre utilisés.

o > o —n - o -~

=

Le principe de la réaction consiste a obtenir 1la fixation spé-
cifique d'anticorps sur les motifs antigéniques du parasite, puis a les

révéler par un sérum anti-immunoglobulines de rat marqué & la fluorescéine.

Le test est réalisé sur coupe & congélation. Le matériel para-

sitaire utilisé est de deux types. D'une part, on peut utiliser des vers
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adultes d'0. volvulus recouverts de TISSUTECK (LABTECK Product, Miles,
USA) et enroulés dans une paroi péritonéale de hamster sain de fagon i
maintenir leurs structures lors de la coupe (Ambroise-Thomas et al.,
1974). D'autre part, il est possible de réaliser les coupes dans des
nodules jeunes. Si les nodules sont de petite taille, ils peuvent étre
inclus entiers dans du TISSUTECK, sinon i1 est nécessaire de les couper.

Les blocs sont conservés & -20°C.

~

Des .oupes de © pm scnt réalisées au microtome 4 congélation
(-30°) et sont placées sur des lames de verre préalablement traitées
'pa} une solution & 0;75 % (p/v) de gélatine de fagbn & favoriser 1'adhé-

rence. Les coupes peuvent étre conservées d -20°C.

La réaction d'immunofluorescence se déroule de la fagon
suivante :

- fixation des coupes dans 1'acétone - 10 mn & -20°C

- dépdt de 50 y] de surnageant de culture de cellules hybrides,
concentré 4 fois par lyophilisation,ou 50 ul d'ascite diluée dans du
tampon phosphate de sodium (Appendice 1) 10 MM - 30 mn.

- 3 lavages de 5 mn en tampon phosphate de sodium 10 mM pH 7,2

- dépdt de 50 pl de sérum de lapin anti-immunoglobulines de rat
marqué a la fluorescé&ine (Miles - Ltd - Isra&l) dilué au 1/40e - 30 mn dans
1'obscurite

- 2 lavages de 10 mn en tampon phosphate de sodium 10 mM pH 7,¢

- Contre-coloration au Bleu Evans au 1/10 000 dans du tampon
phosphate 10 mM | R

->dép6t d'une goutte de glycérol & 50 % (v/v) en tampon phosphate
de sodium 10 mM

- dépdt d'une Tamelle et observation au microscope photonique
avec équipement a fluorescence pour lumiére réfléchie (Reichert Fluovar)

avec brileur 3 vapeur de mercure HBO 50 W
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Lors de chaque réaction, les témoins suivants sont incorporés :
- témoins négatifs :
- témoin tampon phosphate de sodium
- témoin'surnageant de culture ou liquide d'ascite des cellu-
les myélomateuses utilisées
- témoins positifs :

- sérum de rat immunisé ou surnageant positif connu.

Un test d'absorption par antigéne soluble n'a pas pu étre réalisé

car la quantité d'antigéne nécessaire & une absorption total est trop

impdftante.

Le principe de la réaction consiste & faire réagir 1'anticorps
d déceler, avec un antigéne fixé sur un support solide, puis d la révéla:

par un sérum anti-immunoglobuline de rat marqué & la péroxidase.

Deux types de support ont été utilisés :
. des plaques rigides en polystyréne (Dynatech Lab, inc., réf.
15 018 M29A)
. des plaques en polyvinylechloride flexible (Dynatech Lab, inc.,

réf. 15 288 M24).

Le test a été réalisé avec de 1'Ag Ov débarrassé des contaminants
humains et de 1'Ag TCAs. La mise au point du test pour le dépistage d'an-
ft1corps monoc]onaux antx-O volvulus a été rea11seeeapart1r de surnageants
testés en IF en combinant d1fferentes concentrations d' ant1gene de

surnageants et d'anticorps marqués.

Le protocole utilisé est le suivant :

- fixation de 1'antigéne sur les plaques (100 y] par puits) a
une concentration de 1 Pg/m] dans du Tampon phosphate azide (Appendice 2).

Incubation pendant 3 heures & 37°C puis pendant une nuit 4 4°C.
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- 3 Tlavages en Tampon phosphate-Tween (Appendice 3)

- 1 lavage en eau distillee.

Les plaques peuvent ainsi se conserver pendant 10 jcurs.

- Incubation des surnageants dilués au 1/100e ou des ascites
dilués au 1/100e et 1/500e dans du Tampon phosphate Tween (100 pl par
puits) pendanf 4 heures & 37°C

- 3 lavages en‘Tampon phosphate Tween

‘:‘-llllavaée:én‘éau'diéti]1ée

- Révélation par des anticorps anti-immunoglcbulines (Ig) de
rat marqués & la pércxidase (Cappel Lab., Inc) dilués au 1/2500e
(100 P] par puits). Le contact se fait pendant 1 heure & 37°C

- 3 lavages en Tampon phosphate Tween

- Dépot de 100 pl de substrat 0-phenyl-diamine (OPD) (36 mg OPD
et 0,5 ml H202 0,3 % pour 100 ml de *“ampon phosphate) préparé extempora-
nément

- Aprés 1/2 heuredans 1'obscurité, la réaction est arrétée par
1'addition de 100 pl de H2S04 2N.

La lecture de la densité optique est faite en automatique a

492 nm par un appareil Titertek Multiskan (Flow Lab).

8 - Caractérisation isotypique des anticorps anti-0. volvulus

" La caractérisation isotypique des anticorps montrant une spéci-
ficité anti-0. vo]vﬁ]us a été réalisée par la technique d'Ouchterlony
(1958). I1 s'agit d'une double diffusion en gel d'agarose a 0,9 %
(Indubiose A 37, Industrie Biologique Frangaise) de 2 mm d'épaisseur

préparé en tampon barbital sodique pH 8,2. On découpe & 1'emporte-piéce




un puits central dans lequel on placé 125 F] de surnageant de culture
et des puits périphériques contenant 20 F] d'antisérum monospécifique
anti-1gG2a, IgG2b, IgG2c, IgM, IgA, et IgE de rat. Ce matériel a &té mis
i notre disposition par le Professeur Hervé BAZIN et a été prépare
selon les techniques décrites par Bazin et al. (1974). Aprés une diffu-
sion de 48 heures les lames sont lavées, déminéralisées et colorées

selon la technique décrite par Quchterlony (1958).

9. - Clonage des hybrides sélectionnés

Les populations cellulaires hybrides présentes dans les diffé-
rentes alvéoles résultent en général de la multiplication de plusieurs
cellules hybrides. I1 est donc nécessaire de réaliser un clonage qui
consiste & isoler une cellule hybride de fagon & obtenir une population

cellulaire homogéne car monoclonale.

Nous avons choisi la technique de dilution limite : on fait une
numération de la population cellulaire hybride de départ puis on réalise
une dilution pour avoir une cellule par 50 pl. Cette suspension cellulaire
est alors répartie d@ raison de 1 goutte (50 P]) par puits d'une plaque
de culture cellulaire du type Nunclon 96 trous. Pour pallier les erreurs
de numération cellulaire des plaques sont également préparées qui contien-
nent respectivement 2 et 3 qouttes. Les plaques sont préalablement recouvertes
" d'un tapis de cellules péritondales adhérentes de souris Balb/c -

(Réf. Chap. IV - III - 2, Pageb55).

Aprés 24 heures de culture & 37°C, 5 % C02, 100 F] de milieu
sont ajoutés dans chaque alvéole. Le milieu est renouvelé tous les 5 jours.
Les plaques sont observées au microscope de maniére & vérifier la mono-
clonalité des cultures. Les premiers clones apparaissent 8 & 15 jours

olus tard.
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La sélection des clones producteurs d'anticorps de spécificité
anti-0. volvulus se fait sur le surnageant des alvéoles. Les populations
cellulaires positives des alvéoles ne contenant qu'un clone sont multi-
pliées, congelées et clonées de nouveau pour assurer la monoclonalité

des anticorps produits.

10 - Production massive d'anticorps mowoclonaux

- Ne disposant pas d'unité de culture continue, la production massive
d'anticorps monoclonaux se fait in vivo par Ta p?oduction de liquide

d'ascite. Pour cela les cellules hybrides sont d'abord multipliées in vitro.

Des flacons de culture de 75 cm? de surface (FALCON) contenant 40
d 50 ml de milieu A sont ensemencés par approximativement 107 cellules
hybrides et incubés a 37°C 5 % CO2 pendant 48 heures. Les cellules hybrides
sont concentrées par centrifugation (400 g ; 5 mn) et injectées dans un
petit volume (2 & 5 ml de milieu DMEM) par voie sous;cutanée chez un rat

Lou/cC.

Aprés 3 & 6 semaines, le rat développe une tumeur sous-cutanée.
L'homogénéisation de cette tumeur en milieu DMEM a 1'aide d'un homogénéi-
sateur muni d'un piston lache, permet 1'obtention d'une grande quantiteé

de cellules hybrides (5 x 108 a 8 x 108 cellules).

. Ces cellules hybrides sont alors imjectées dans la cavité péritoreale-
de rats LOU/C (5 x 107 cellules par inoculum). Cela entraine dans les 7 &
15 jours la formation de tumeurs d'ascite donnant lieu a 1'accumulation

de liquide d'ascite dans la cavité péritonéale. Ce liquide d'ascite peut
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alors &tre ponctionné a 1'aide d'une seringue 3 raison de 30 & 50 ml

tous les 3 3 5 jours. Cette opération ne peut &tre répétée que 2 d 3 fois
au maximum pour le méme animal. Cependant, les cellules hybrides obtenues
aprés centrifugation du liquide d'ascite peuvent étre réinjectées direc-
tement par voie péritohéa]e de fagon & entretenir le cycle de productiorn

massive d'anticorps monoclonaux.

IY'- LA FILTRATION SUR GEL

‘La filtration sur gel a &té utilisée pourvla puriffcation‘d‘un

anticorps de classe IgM contenu dans le liquide d'Ascite.

Le principe de la gel filtration est basé sur les capacités diffé-
rentes des molécules 3 pénétrer dans les pores de la phase stationnaire.
Les trés grosses molécules ne pénétrent jamais dans le gel et traversent
plus rapidement le support chromatographique. Les plus petites entrent
dans les pores du gel et se déplacent plus lentement. Les molécules sont

donc éluées dans 1'ordre des masses moléculaires décroissantes.

La préparation = des immunoglobulines pour la gel filtration a

1]
‘—‘.
Dy

réalisée par une précipitation au sulfate d'ammonium telle qu'elle a

[}y
t
(121}

décrite par Bazin et al. (1974).

Cette préparation est filtrée sur gel Sephacryl S.300 superfine
(Pharﬁacia Finé-Chemicéls)'(bohaine de fractionnement = poids mo]écu1aife
104 3 106) et le premier pic d'exclusion est considéré comme &tant 1'IgM

purifiée.
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La technique de filtration sur gel a également été utilisée pour

le fractionnement de 1'Ag Ov sur gel ACA 44 (IBF-France) (Domaine de frac-

tionnement : poids moléculaire lO4 a 105). La technique de filtration

sur gel est détaillée par Fahey et Terry (1973).

V - LA PRECIPITATION EN GEL

- La technique utilisée est celle de double diffusion en gel‘(DDG)'

initialement décrite par Ouchter]ony (1958) et modifiée par Abelev (1960).

Le principe consiste & faire diffuser 1'antigéne et 1'antisérum
1'un vers 1'autre dans un gel d'agarose. Au point d'équivalence (d'équi-
libre) antigéne-anticorps, chaque composant antigénique se complexant
avec 1'anticorps précipitant correspondant va provoquer la formation
d'un précipité. Le gel d'agaros2 se prépare extemporanément en dissolvant
1 g d'agarose (Indubiose - A37 - IBF) dans 100 ml d'une solution tamponnée
de véronal sodé & pH 8,2. Le mélange est porté & 85 - 90°C dans un bain-
marie pendant 20 mn puis le gel d'agarose est coulé sur des lames dé-
graissées. Les puits dans lesquels sont déposés les sérums et les antigénes
sont faits & 1'emporte-piéce lorsque le gel est refroidi. La diffusion
se fait pendant 24 heures & température ambiante suivie dén24‘heures a
4°C. Les lames sont p]ongees dans du tampon phosphate citraté (Append1c¢ 4)
”ha 5 % pendant 2 a 3 heures, af1n de d1ssoudre 1es arcs non spec1f1ques -
Elles sont ensuite lavées pendant_3 jours dans du sérum physiologique

tamponné, déminéralisées 3 1'aide de papier Whatman n°l, séchées et colo-

rées au bleu de Coomassie.
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VI - LA MIGRATION EN GEL

1 - L'électrophorése en gel de polyacrylamide SDS

L'électrophorése en gel de polyacrylamide en présence de SDS
(sodium dodecyl sulfate) a été utilisée pour étudier le poids moléculaire

de 1'antigéne étudie.

S Cette pechnique associe une séparation &léctrophorétique
- & I‘éffet filtrant du gel de;polyacrylam{de. Deux éels_dé,concéntrafions‘v
différentes en acrylamide sont employés. Le premier gel, de degré de
réticulation faible (5 %) permet la concentration de 1'é&chantillon.
Ses composants migrent ensuite dans le gel de séparation (13 %) en
fonction dé leurs poids moléculaires. La technique utilisée est la
technique classique décrite par Laemmii (1970). Aprés la migration, les

protéines et les sucres sont visualisées respectivement par le bleu de

Coomassie et le réactif de Schiff.

La coloration au Bleu de Coomassie (500 ml Methanol, 500 ml H20,
100 m1 Acide Acétique, 0.85 g Coomassie) se fait pendant 2 heures avec
un changement de bain. Le gel est ensuite décoloréd (80 ml Acide Acétique,
200 ml Méthanol, gsp 1 litre) jusqu'd 1'obtention d'une bonne visualisa-

tion des bandes.

- Pour la coloration des polysaccharides par le Schiff, le gel

est d'abord immergé dans le TCA 12,5 % 30 mn, , puis rincé rapidement a
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1‘eau, et enfin, placé dans 1'acide périodique (1 % dans CH3COOH 3 %)
pendant 50 mn. I1 est lavé pendant 6 fois 1 heure dans de 1'eau distillée.
Le gel est alors immergé dans le réactif de Schiff (Merck) et gardé pendant%
50 mn dans 1'obscurité. Trois lavages de 10 minutes sont réaliséds en |
métabisulfite (MBS) suivis d'un lavage en eau distillée. On peut conserver |

le gel dars du CH3COOH 34d7,5 % avant de le sécher.

2 4~L'é1e¢trobhokése.én agérose'

L'électrophorése en agarcse consiste & faire migrer les protédines
dans un champ é&lectrique. On obtient donc une séparation des protéines

en fonctionde leurs charges.

On coule un gel d'agarose (Indubiose - IBF) 1 % en tampon
véronal sur Tame de verre. On laisse refroidir 5 mn & température
ambiante, puis 30 mn & 4°C. Des fentes de 1 cm sont tracées dans
1'agarose & 1'aide d'une lame de scalpel. L'intérieur des fentes est
séché avec du papier Whatman n°l. Le bord des fentes est délicatement
espacé pour placer 6 pl du produit & étudier (Ascites ou Ig purifiées),

puis rapproché dés que le dépdt est effectué.

La migration é&lectrophorétique s'effectue du pole négatif vers

" 1e pole positif sous une différence de potentiel de 30 volts pendant

2 heures. Aprés la migration, 1a lame est placée pendant 20 mn. dans
1'acide picrique, déshydratée 3 1'aide de papier Whatman N°1 pendant
1 nuit et lavée & 1'eau. La coloration finale se fait dans 1'amino-

schwartz pendant 30 mn..
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VII - MARQUAGE DO'IMMUNOGLOBULINES A L'IQDE 125

Le radiomarquage & 1'lode 125 (1251) des immunoglobulines
purifiées par gel filtration est réalisé & 1'aide de 1a chloramine T.
La technique utilisée est celle de Greenwood et al. (1963) modifiée par

Mc Conahey et Dixon (1966).

En brer, 200 peurie 41257 (Amersham - Buckinghamshire, U.K.)
sont melanges a 200 pg de protemne d marquer, ainsi que 100 F] de chlora-
“mine T (1 mg/ml de PO43- - 0,25 M - pH 7.4). Aprés 3 minutes d'agitation
douce, la réaction est arrétée paf addition de 100 F] de métabisulfite
de sodium (1 mg/ml de P043~). On ajoute alors 20 ut df iodure de sodium

(10 mg/ml P04q3~) pour capter 1'iode libre.

‘La dialyse se fait par passage sur PD10 (Pharmacia G 25). On
récupére 1'effluent par &chantillon de 0,5 m1. Aprés comptage, on sélec-
tionne le ou les tube(s) conten&nt le produit marqué. L'activité spéci-
fique est de 0,37 pCu/ug. Les immunoglobulines marquées sont conservées

en tampon BSA/VBS & -70°C par quantités aliquotes de 100 pl.

VIIT - LE "RADIOIMMUNOPRECIPITATION-PEG ASSAY" (RIPEGA)

Cette technique a &ta mise au ﬁoint dans ce laboratoire par
Santoro EE_EL_ (19773)5 ¢! est une mod1f1cat1on -du" Po]yethyleneg]ycol
'test propose par Cre1ghton.gg_gl_ (1973) et par Lambert et al. (1974).
Cette technique peut &tre utilisée pour détecter des antigénes ou des

anticorps présents dans le sérum.

Dans cette &tude, la technique du RIPEGA a été adaptée pour
T'utilisation d'un anticorps monoclonal, 2t non plus d'un sérum polyclo-

nal dans la détection d'antigéne circulant.
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Le principe de la réaction est d'obtenir la formation de complexes
entre 1'anticorps marqué a 111251 et 1'antigéne présent dans le sérum.
Ces complexes peuvent alors &tre précipités par le PEG, et la radioacti-
vité présente dans ce précipité est proportionnelle & la quantité d'anti-

génes circulants dans le sérum.

La concentration en PEG (P.M. 6000) utilisée est critique
car ii faut‘définir 1e Seui1 ol seuls les complexés séront précipités et
noﬁ«1e§'ahtidorpé‘maquésslPour cé]a,.bn établit une courbe de précipim”f
tation de 1'anticorps monoclional (Aé Mn) marqué 3 111257 ajouté 3 du
sérum humain normal (SHN) dilué au 1/5e, en présence de différentes con-
centrations de PEG. On laisse agir le PEG pendant 1 heure & froid sur

125

le mélange Ac Mn I et SHN avant de centrifuger (1500 g - 20 mn -

4°C). Aprés décantation, on mesure la radioactivité du culot.
L~ technique du RIPEGA utilisée est la suivante (Fig. 5)

- 200 pl de chaque sérum & étudier dilué au 1/5e dans du tampon

borate (voir annexe 5)

1251 d& raison de 10 000 coups par

125

- Addition de 200 ul d'Ac Mn

minute (cpm)/200 ul. Avant utilisation, 1'Ac Mn I est centrifugé &

24 000 g pendant 40 mn dans 1 ml de tampon Véronal (voir annexe 6)

1 % SAB pour é]iminér\d'éventue1s complexes. La dilution du surnageant

~.
~.

est faite dans du tampdn‘56?3f9%~f*

Incubation 1 heure & 37°C puis 3 heures 3 température ambiante

Addition de 3 ml de PEG au pourcentage préalablement déterminé

Précipitation pendant une nuit & température ambjante

Centrifugation a 1500 g pendant 20 mn & 4°C

Aspiration du surnageant

Lavage avec 3 ml de PEG & la méme concentration
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- Centrifugation (idem)
- Mesure de la radioactivité du culot

Le test est réalisé en triple

Pour chaque expérience, on réalise un témoin de radioactivité
totale en précipitant toutes les protéines & 1'aide d'acide trichloro-
acdtique d 20 % (Témoin TCA). Les résultats sont exprimés en pourcentage

de précipitation de 1'anticorps marqué calculé par rapport au témoin TCA.

IX - DOSAGE DES COMPLEXES IMMUNS PAR LE Clq 1297

Ce test est basé 3 la fois sur la grande taille moléculaire
des complexes immuns et sur leur propriétd de liaison au Clg. La technique
utilisé@e est celle de Zubler et Lambert (1976) (Fig. 6). Elle consiste
dans un premier temps d décomplémenter 50 pl du sérum & étudier 3 1'aide
de 100 pl d'une solution d'EDTA 0,2 M. Ce mélange est incubé au bain-marie

a 37°C pendant 30 minutes. Aprés incubation, les tubes sont placés dans

de 1a glace.

Dans un deuxiéme temps, on ajoute 50 ul de C1q9-1251 (10.000 cpm)
et 1 ml de PEG 4 3 %. Apras une légére agitation, les tubes sont placés dans
Ta glace pendant 1 heure. I1s sont ensuite centrifugés & 1500 g pendant
20 minutes & 4°C. Le surnageant est &1iminé par aspiration et la radio-

activité du culot est déterminée.

Les tests sont réalisés en triple . Les résultats sont ex-

primés par rapport & un témoin TCA (cf. RIPEGA).
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125 °
Ca- R
: (SOP” o ; : 1.9.
10 000 cpm @
serum - EDTA(O,?.M) 37°C 4°C
(50 pl) (1004l P——go—rgn—i + —
PEG
3%
( 1 ml) | |
> <7
F - : ~
dissociation du fixation du Cyq

e “’C]’d-]

Cigrs intrinseque

O immuns complexes

25,

Figure 6 : Test de liaison au C1q—1251 (d'aprés ZUBLER et LAMREDT,

1976) @
l‘/‘g'(
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X - LES TECHNIQUES  DIRECTES DE DOSAGE D'ANTIGENES CIRCULANTS

Ces techniques consistent & complexer 1'antigéne circulant &

1'Ac Mn fixé & un support solide et & le révéler par 1'Ac Mn marqué
(Fig. 7). La condition "sine quanon" 3 la réalisation de ce sandwich

entre deux anticorps monoclonaux identiques est la répétitivitéd du déter-

minant antigénique sur la molécule d'antigéne. B o

Plusieurs‘supports peuven{ &tre utilisé@s : des plaques rigides l
en polystyréne, des plaques flexibles en polyvinyl, ou des billes de

polystyréne. L'autre choix qui se présente est celui du marqueur de

125

1'anticorps révélateur. Dans cette &tude, un radio&lément, 1° I a

gté utilisé pour le “SRIA" (Sandwich Radioimmunoassay). ?

1 - Le "SRIA" sur plaque (SRIA-P)

Ce test est réalisé sur plagues en polyvinyl flexible (Dynatech

Lab, Inc., réf. 15 288 M24). La concentration optimale pour la fixation est|

déterminée : la solution initiale d'IgM Mn purifiée & une concentration

de 0,4 mg/ml est diluée dans du tampon phosphate pH 7,2 et déposée
dans les plaques & raison de 100 Fl par alvéole. Aprés la fixation des
anticorps au support et la saturation des sites libres, les anticorps
fixés sont révé]és>baf“dés énﬁi¢orps ah£i4immunbg1obulinés de Faf'marqdéﬁ

a 1'1251 (50,000 cpm - 1 h & température ambiante). |

Le protocole utilisé pour le SRIA-P est le suivant :

- Fixation de 1'Ac Mn froid pendant 3 heures & 37°C puis une

nuit a 4°C




/8

radioélément
Ac Mn marqué{
Enzyme
o.0. o‘ Antigéne circulant
~0:0 ¢ ,
0. o0 .

Ac Mn froid

Saturation des sites libres

Support so]ide.{b1]]es
plaques

Figure 7 : Techniques directes de dosage d'antigéne

circulant par 1'anticorps monoclonal
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- Lavage en tampon phosphate 2 % SAB

- Saturation des sites libres dans ce méme tampon pendant 1 heure

fe¥7)

température ambiante

Fixation de 1’antigéne présent dans du sérum pendant 4 heures

37°C

Qi

3 lavages en tampon phosphate

révélation par 1'Ac Mn 1251 (50,000 cpm) 1 heure & température

ambiante

4 1aVages‘en‘tahpon-phOSphate. . S .

La plaque est séchée. Les alvéoles sont découpées i 1'aide

d'un scalpel chauffé d& la flamme puis déposées dans des tubes propres afin

d'étre passées au compteur . Les résultats sont exprimés en pourcentage

de radioactivité fixée.

2 - Le "SRIA" sur billes (SRIA-B)

Dans ce cas, le support est représenté par des billes de polys-
tyréne de 6,5 mm de diamétre (SEROA - rue de 1'Industrie - Monaco). La
fixation et la saturation se font dans un Bécher. Dans la suite des
manipulations, les billes sont traitées individuellement, Ta réaction
se faisant dans des tubes & hémolyse. Pour mesurer la radioactivité fixée

aux billes uniquement, i1 est nécessaire de transférer celles-ci dans des

- tubes propres pour ne pas prendre en compte la rad1oact1v1te accrochee

non spec1f1quement au p1ast1que des tubes La react1on en tube se fa1t
avec un volume de 200 P], minimum nécessaire pour recouvrir
1a bille. Comme pour le SRIA-P, i1 est nécessaire de définir Ta concen-

tration optimale d'Ac Mn & utiliser pour une fixation maximale.

j
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Le protocole du SRIA-B est le suivant :

- Fixation de 1'Ac Mn IgM dilué dans du tampon Carbonate/Bicar-
bonate (voir Annexe 7) pendant une nuit & température ambiante
- Lavage en tampon Carbonate/Bicarbonate 4-% SAB
- Saturation dans cette méme solution pendant 2 heures &
température ambiante.
- fransfeft desrbijjeg dans des %usés.
. Fixafion de 1'antigéne pendant 4 heures & 37°C
- 3 lavages en tampon NaCl Tween (voi: Annexe 8)
- Révélation pendant 1 heure & 37°C par 1'Ac Mn 1251 d41ué dans
du tampon phosphate 0,1 % SAB, 3 % PEG pour obtenir 50 000 cpm/200 P]
- 4 lavages en tampon NaCl Tween
- Transfert des billes dans des tubes propres puis mesure de
la radioactivité fixée. Comme précédemment, les résultats sont exprimés

en pourcentage de radioactivité fixée.

X1 - ANALYSE STATISTIQUE DES RESULTATS

L'analyse statistique des résultats a &té réalisée gridce au
micro-ordinateur du laboratoire doté de programmes de traitement

~statistiques.

Pour chaque population étudiée, on définit un paramétre de

L Y

position, la moyenne, et un paramétre de dispersion, 1'écart-type (E.T.).
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Aprés avoir vérifié que la distribution des deux populations était
peu différente de la normale et que les variances n'étaient pas signifi-
cativement différentes, les moyennes ont &té comparées par le test de

Fischer Student (test bilatéral au seuil de signification P <g(),05).

. Un test de corrélation par régression linéaire a &té effectué,
avec un p calculé selon la distribution normale du t de Student et un

seuil de signification p go,os.



CHAPITRE V

RESULTATS
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[ - IMMUNISATION POUR LA PRODUCTION D'ANTICORPS MONOCLONAUX

Avant de réaliser 1'hybridation cellulaire, i1 est nécessaire
de vérifier la bonne immunisation des rats et de sélectionner ceux pré-
sentant la meilleure réponse immunitaire. Ceci peut étre effectué par
les techniques d'IF et de DDG. Cette derniére est réalisée en microméthode
avec de 1'Ag Ov débarraésé des contaminants humains (Photo 6). Par cette
‘ techhfque de DDG, Ta sélection des rats ayant développé Ta}meilleure

" réponse immunitaire est plus facile.

IT - L'HYBRIDATION

Les résultats obtenus lors des différentes expériences d'hybri-
dation cellulaire réalisées sont représentés dans le Tableau 3. Ainsi gu'on
peut le constater, les résultats sont trés variables tant au niveau des
pourcentages d'alvéoles présentant une multiplication cellulaire qu'au
niveau des contaminations. Le nombre de clones positifs obtenus dans
chaque expérience reste trés faible. De plus, certains de ces clones ont

perdu leur activité anti-0. volvulus aprés quelques divisions cellulaires.

ITT - DETECTION D'ANTICORPS MONOCLONAUX ANTI-0. VOLVULUS %

~ Lorsque la population cellulaire d'ung alvéole est dense et que
<Te'ﬁ{fieJ'dé“chiiﬁfeﬁésﬁ‘hétabélisé; Eéfﬁf?éi ésfkané1y§éAeh vue de
détecter la présence d'anticorps anti-0. volvulus. Pour assurer des |
conditions idéales, i1 faut que le milieu ait &té en contact avec les
cellules pendant 24 3 48 heures. Si le contact est plus long, la
1ibération d'enzyme qui suit la nécrose cellulaire peut entrainer une

altération de la structure des immunoglobulines.
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Photo 6 : Double diffusion en gel (microméthode) opposant 1'Ag Qv
(au centre) & des s&rums de rats LOU immunisés avec de -

1'Ag Ov.
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1 - L'immunofluorescence (IF)

Les résultats de fluorescence ont toujours &té jugés par rapport
au témoin tampon et a celui utilisant le surnageant de culture des cellu-
les de myélomes. I1 est probable que des immunoglobulines humaines soient
fixées a la surface des vers adultes. Pour cette raison, toute fluores-
cence d& 1a sur©ace des vers.n'est pas prise en considération. Par contre,
la fluorescence de la partie interne du vers adulte est provoquée par
des anticorps anti-0. volvulus et non pas’par'des anticorps anti-immuno-

g1obu1ihe humaine.

La Photo 7 montre les résultats obtenus avec 1'anticorps mono-
clonal IA2-23. Les coupes réalisées sur nodules apportent de meilleurs
résultats, la structure des vers é&tant mieux conservée que lors de coupes
de vers adultes. Elles permettent d'observer que 1'anticorps monoclonal
[A2-23 reconnait la cuticule des microfilaires d'0. volvulus. Ceci a
également été confirmé par les résultats obtenus sur coupes de micro-

filaires (Photo 7d).

2 - L'"Enzyme-Linked Immunosorbent Assay" (ELISA)

L'ELISA a d'abord été réalisé pour détecter les anticorps monoclo-
naux reconnaissant 1'Ag Ov. Les anticorps ainsi sélectionnés ont alors
été testés vis-a-vis de 1'Ag TCAs. Toutes les expériences d'ELISA sont
‘réalisées en triple et les valeurs expérimées représentent la moyenne

de ces trois réactions réaljsées dans les mémes conditions.

De nombreuses expériences ont &té effectuées pour|déterminer les

concentrations optimales d'antigéne, de surnageant et de conjugué a
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Photo 7 : REaction d'immunofluorescence avec 1'anticorps monoclonal
IA223 sur
a) coupe de ver adulte d'0O. volvulus
b et c) coupe de nodule onchocerquien

d) coupe de microfilaire d'0. volyulus
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utiliser. L'expérience ayant apporté les réponses souhaitées est résumée
dans le Tableau 4. Le substrat utilisé est 1'0PD et le test est realisé
sur plaques en polyvinyle chloride. On constate qu'il faut une concen-
tration d'antigéne de 1 pg/m] pour avoir une différence entre les positifs
et les négatifs. Cette différence n'est pas significati?e

Toksqu'on utilise le conjugué au 1/1000e ou 1/25000e. Nous avons choisi
1§fdilution 1a plus forte (1/2500e) car‘e]1e permet d'obtenir des néga-
tifs trés faibles. La dilution du surnageant zonstitue unpoint critique. En
effét, la concentration en anticorps de chaque prélévement est difféfente.
Nous avons choisi la dilution au 1/100e car elle donne une vaieur trés
faible pour le négatif. Cependant, i1 est important que les surnageants

testés soient bien métabolisés.

Des essais de saturation avec la SAB ont montré que cette opé-

ration n'est pas nécessaire.

Deux substrats peuvent étre employ@s avec un conjugué marqué a
la péroxidase. (e sont 1'0-phényl-diamine (OPD) et de 1'O-dianisidine -
(0.D.) (Sigma). Une comparaison des deux substrats (Tableau 5) montre

que 1'0PD donne de meilleurs résultats.

Le”support le plus utilisé en ELISA consiste en plaques de

‘ po]ystyrene r1g1de Cependant des essa1s effectues prealab]ement en
rad1o1mmuno]og1e ava1ent_ﬁontre une bonne capac1te de fixation de 1! Ag

Ov sur des plaques flexibles en chlorure de polvvinyle. Une comparaison a
&té effectuée entre les deux supports (Tableau 6) et montre une

différence beaucoup plus importante entre les positifs et les négatifs

lorsque les plaques flexiblesen:chlorure de polyvinyle sont utilisées
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Plaques en chlorure de polyvinvle P{QQUQS polystyrene

IR 983 F 0.23 0.16
1A2-3-AF8 0.16 0.11
1A2-23-AD]0 0.78 0.42
1A2-23-BB4 0.21 0.16
1A2-23-AA3 0.73 0.50
IA2-23-AAg 0.84 0.46
~ 1A2-23-AC8 0.73 0.45
1A2-23-AC1 0.69 0.40
1A2-23-AF1 0.21 0.12
~ Blanc 0.12 10.069

Tableau 6 : Comparaison de support en chlorure de polyvinyle ét'en poTystyréne dans 1la

mise au point de 1'ELISA pour la détection d'anticorps monoclonaux.

Les valeurs représentent les moyennes des densités optiques obtenues.

I6
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Ce test a &té réalisé avec une concentration en antigéne de 1 pg/mi,
des surnageants de différents clones positifs et négatifs dilués auAl/loﬁe;

un conjugué au 1/2500e et avec de 1'0PD comme substrat.

La reproductibilité de la lecture automatique dans ces plaques
flexibles qui ont un fond rond, contrairement aux plaques rigides, a été
testée. Pour cela, le conjugué et le substrat ont été mélangés et des
dilutions de ce mélange ont &té réparties dans les plaques. Les résultats

‘sont les suivants :

| Nombrerd‘a1vé01es - Densité optique moyenne  écart type i
~pur 4 1.77 £ 0.19. |
; 1/2 8 0.86 £ 0.06
§ 1/4 8 0.34 £ 0.04
| 8 8 0.10 £ 0.03
116 8 0.03 £ 0.02

Les écarts types sont trés faibles, ce qui montre une bonne
reproductibilité au niveau de la lecture des plaques en automatique. On

a cependant constaté des différences entre lots de commandes différents.

Les clones reconnaissant 1'Ag Ov en ELISA sont mentionnés
dans le Tableau 7.
Les difficu]tés,d'obtention de 1'Ag Ov ne nous a pas permis
" de réaliser des tests d‘épuisément par antigéﬁe so1ub1e qui néceésite des

quantités importantes.

- e P = e O vy wm Uy - - - - m v -

Les concentrations sont les mémes que ceux précédemment déterminés

Seule, la concentration en antigne peut varier. Différentes concentrations

A1 ant+d adnec ant danc a+é tectdes vis-d-vis de plusieurs surnageants de
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culture. Le Tableau 8 montre que les résultats obtenus avec 1 Pg/m] et
5 yg/m] d'antigéne ne sont pas significativement différents. La concen-

tration de 1 Pg/m] d'Ag TCAs a donc été choisie.

I1 apparait qu'un seul des clones cellulaires obtenus, le
IA2-23, produit des‘anticorps capables de reconnaitre 1'antigéne TCA
soluble. La Figure 8 montre les résultats obtenus en ELISA avec les sur-
nageants de différentes alvéoles de culture ce]]u}aire aprés clonage du
C1Ag-23. ‘ |

IT a été démontré dans ce laboratoire (des Moutis et al., 1982)
qu'il existe une identité partielle entre 1'Ag TCAs et 1'antigéne circu-
lant dans le sérum de patients onchocerquiens. Cette relation a été de-
montrée en opposant en DDG un hyperimmunsérum de Tapin anti-Ag Ov a
1'Ag TCAs et & un sérum de patient onchocerquien. Cette identité partielle
fait donc du clone IA2-23 un candidat de choix pour la détection d'anti-
génes circulants daﬁs 1'Onchocercose (ACO). La suite de ces travaux se
porte donc sur la production, la caractérisation et la purification des

anticorps produits par ce clone IA2-23-AA6-AE3 (aprés 2 clonages).

IV - CARACTERISATION ISOTYPIQUE

La caractérisation isotypique des anticorps produits dans les
surnageants se fait en DDG. Elle permet aussi de vérifier qu'il y a un
seul type d'Ig dans ¥e‘sufhageant et que 1'on est donc bien en présence
d'Ig monoclonales. I1 faut toutefois ﬁoter qu'il existe une réaction
croisée entre les IgM et les IgG totales. Ainsi, le clone IA2-23-AA6-AE3
produit des anticorps de classe IgM montrant une réaction croisée avec les
IgG totales (Photos8).

Le Tableau 7 montre la classe des différents anticorps de spé-

cificité anti-0. volvulus obtenus.



surnageants 0,1 pg/m] 1 ug/ml x 5 Pg/m] 10 pg/mi
IA2-23-AC1 0.39 0.59 0.57 0.77
1A2-23-AD10 0.43 0.72 0.74 0.99
I1A2-23-AA3 0.35 0.47 - 0.48 0.65
I1A2-23-AC8 0.41 0.72 ©0.67 0.93
IA3-D20 0.15 0.15 0012 0.21
1A2-3-CE5 0.14 0.15 0.12 0.18
IR 983F " 0.12 0.13 0.11 0.18
Blanc 0.21 0.15 0.16 0.18

Tableau 8 : Comparaison de différentes concentrations d'Ag TCAs en ELISA pour la détection
d'anticorps monoclonaux.
* Concentration sélectionnée.

Les valeurs représentent les moyennes des densités optiques obtenues.

96



96

€2 ¢yl
3u0|d np 34nnd ap sjueabeuans : 435 ¢ syi1ebau sauo(d ap aany|nd ap sjueabeuung : NIS

¢ sawo|3afw ap S3 N9 |Pp m;:apzu,mc_mucemmmcgzm P WS ¢ wnipos ap ajeydsoyd uodwe} : sgd

‘VSIT3 uo gz 2vI Leuojdouow sdaodijue,| sed sy)) By, | ap sdouessieuuodady : g mg:mwm

. . dIs L NdS LowWs . osad
-fio
.”. ]
LN . ‘Nc
Jldlll-
“Jeo §
o
o o
] .Wq
[
o 1
PN
8
o ‘8 "~
L J
L ——
-y L0
o
-lo
L ¥
1
V




97

* %

" Cantivtotale

Photos 8: Caractérisation isotypique des immunoglobulines présentes

dans les surnageants de culture (H



98

V - PRODUCTION DE LIQUIDE D'ASCITE

Le Tiquide d'ascite est produit comme décrit dans le Chapitre IV.
IT est ensuite nécessaire de tester les différentes ascites obtenues car
il existe une grande variation dans la teneur en anticorps spécifiques
d'une ascite d& 1'autre. Le Tableau 9 montre les résultats obtenus en
ELISA avec de 1'Ag Ov pohr des liquides d'ascites provenants de 5 rats
différents. La dilution‘des,ascites n'a pas d'éffet significatif’sur
les résultats. Par la suite, les liguides d'ascites ont donc été dilués

au 1/100e pour tous les tests.

En IF, i1 est nécessaire d'analyser deux dilutions pour chaque
liquide d'ascite car on a observé qu'une concentration trop forte en

anticorps spécifiques pouvait entrainer une fausse réaction négative.

VI - PURIFICATION DE L'IgM MONOCLONALE ANTI-Ag TCAs

La purification a été réalisée par gel filtration sur Séphacryl
S300 superfine a partir d'un liquide d'Ascite fortement positif. Le
profil d'élution obtenu est représenté Figure 9. Le premier pic repré-

sente 1'IgM recherchée.

La pureté de cette fraction a 8té8 testde en &lectrophorése en gel

.+ ~d'agarose (Photo 9). On.peut. voir que le pic d'IgM n'est représenté que

par une seule bande alors que celles-ci sont nombreuses dans 1'ascite de

départ.

Pour vérifier, d'une part que 1'activité anti-0. volvulus était

bien dans le pic IgM et d'autre part que la purification n'avait pas
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Ascite
IR983 F

[
sl ’

« .|§; hﬂ«khAIT
purifiee

_A scite
IA,. 23

Photo 9+ Electrophorése mettant en &vidence la pureté de la

-

fraction purifiée & partir de 1'ascite d'origine

(1A2-23). (952
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altéré cette activité, un échantillon des deux pics a &té testé en IF
et en ELISA. Dans les deux tests, 1'activité anti-0. volvulus se retrouve

uniquement dans le pic d'IgM.

VII - DETECTION D'ACO DANS LE SERUM PAR RIPEGA

1 - Mise au point du test

Santoro et al. (1977a) a déterminé qu'il fallait une concentration

‘en PEG-de 7 % pour ne précipiter que les complexes immuns lors d'une expé-

rience utilisant des anticorps polyclonaux. I1 était nécessaire de déter-
miner la concentration d utiliser pour 1'utilisation de 1'IgM monoclonale
anti-0. volvulus. Une courbe de solubilité de cet anticorps marqué a
1'1251, dans différentes concentrations de PEG, a donc &té réalisée. Les
résultats obtenus (Figure 10) ne nous permettent pas de choisir entre 3
et 5 % de PEG. Une expérience a donc été réalisée utilisant ces deux

concentrations sur les mémes sérums (10 SHN et 20 sérums onchocerquiens

(SOv). Les résultats sont les suijvants :

PEG 3 % SHN = 4,7 % t 0,67
SOv = 8,25 % £ 2

PEG 5 % SHN = 13 % T 3,9
SOv = 18,25 % © 4,31

~ Les écarts types importants entre les SHN obtenus lors d'une pré-
cipitation avec du PEG 5 % indiquent que la radioactivité du culot n'est
pas spécifique. De plus, avec de tels écarts-types, la différence entre

SHN et SOv est moins significative (p = 1.6 x 1073 au Tieu de P =5x 10'6).
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Courbe de précipitation de 1'anticorps monoclonal anti-
0. volvulus (Ac Mn anti-0.v) en sérum humain normal dans

différentes concentrations de polyéthyléne glycol (PEG).
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Le test du RIPEGA utilisant 1'IgM monoclonale anti-0. volvulus

a donc été réaliséd avec une concentration en PEG de 3 %.

Une courbe dose-réponse a &té effectuée endiluant de 1'Ag Qv dans
du SHN qui est ensuite dilué au 1/5e pour réaliser le test. Cette courbe
est représentée Figure 11. Elle montre que le seuil de détection est de
0,01 pg/ml soit 10 ng/ml. I1 faut noter toute‘qis que cette valeur Qarie

en fonction du Tot d'antigéne et de sa pureté.

2 - Etude de sérums de patients onchocerquiens

Deux populations onchocerquiennes ont été étudiées, 1'une
Africaine, 1'autre Vénézuélienne. Quelques sérums d'Africains séjournant
en France et montrant un diagnostic négatif pour 1'onchocercose ont &galzment

pu étre 8tudiés.

La Figure 12 illustre graphiquement les résultats obtenus. Chaque
point représente la moyenne de deux ou trois expériences pour un sérum
donné. I1 est clair que tous les sérums n'ont pas pu étre étudiés dans
la mémeé expérience. Cependant, la méme série de SHN &tait inclue dans
toutes les expériences et lorsque cela a &té jugé nécessaire, un facteur

de correction a été réalisé de 1a fagon suivante :
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La valeur de la moyenne des SiiN de chaque nouvelle expérience
était divisée par celle des SHN de référence. La valeur obtenue repré-
sentait le facteur de correction par lequel les valeurs de tous les

sérums étudids étaient divisées.

Les moyennes et &carts-types sont représentés sur la Figure 12.

Les valeurs sont les suivantes :

- SHN Européens : X = 4.72 £ 0.72

(B3

SHN Africéins‘:;Y

5.35 - 1.19

Sérums onchocerquiens Africains Sov A : X = 8.06 % 2.22

Sérums Onchocerquiens Vénézudliens Sov V : X = 9.13 T 4.54

L'analyse statistique montre que la différence entre les con-
trdoles (Européens et Africains) et les sérums de patients Onchocerquiens

est significativement différente avec une probabilitéd d'erreur inférieure

a 0,001.
Si 1'on détermine le seuil de positivité comme &tant égal a la

moyenne des contrdles européens additionnés de deux fois 1'écart-type,
on peut détecter un antigéne onchocerquien circulant dans 63 des 79 sérums
Africains étudiés soit 80 % et dans 126 des 164 sérums Vénézuéliens étudiés

soit 76 %.
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Figure 12 : Détéction d'ACO nar le RIPEGA utilisant un anticorps monoclonal
(Ac Mn) dans le sérum de patients atteints d'onchocercose ;SHN-E : sérums
humains normaux d'Européens ; SHN-A : sérums humains normaux de sujets sains
Africains ; A Ov : sé&rums de sujets Africains atteints d'Onchocercose ;

V. Ov : sérums d'Indiens du Vénézuéla vivant en zone d'endémie onchocer-

quienne.
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3 - Corrélation entre 1'ACO et les données parasitologiques

Cette étude de corrélation a &té réalisée sur les sérums rapportés
du Vénézuéla. En effet, pour chaque personne étudiée, ont et2 notés : le
sexe, 1'dge, le nombre de nodules palpables et la microfilarodermie déter-

minée par les biopsies cutanées exsangues.

AuCuné’corré1atfonVdirecté'n‘a pu &tre faite entre le taux d'anti-
géne circulant et la microfilarodermie. Cependant, la séparation par
tranchesd'dge de 10 en 10 (Tableau 10) permet plusieurs observations in-
téressantes-Le pourcentage des cas présentant des nodules palpables semblz
augmenter avec 1'3ge. Ceci est é&galement le cas pour le pourcentage de cas
ayant une microfilarodermie positive. Cette augmentation avec 1'dge n'est
pas retrouvée pour le pourcentage de patients dans lesquels 1'antigéne
circulant a pu é&tre détecté. L'information la plus importante apportée
par ce tableau est le fait que 1'on puisse déceler les antigénes circulants
d 1'aide de 1'IgM monoclonale sélectionnée, chez 21 des 23 enfants de moins
de 10 ans, soit 91 % des cas alors que le diagnostic parasitologique par
la détection de microfilaires n'est positif que chez 12 de ces 23 cas,

soit 52 %.
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Le Tableau 11 nous permet une &tude plus approfondie des
relations entre microfilarodermie, age et présence d'ACO. Le nombre de
microfilaires détectées par milligramme de peau variant de 0 a 3105,

11 a 8té jugé nécessaire de diviser la microfilarodermie en quatre
groupes selon le nombre de microfilaires par milligramme de peau :

a) microfi]arodermie négative ; b) faib1e (L20) ; c)’moyenne (20 a 500) ;
d) et élevée (:>500). Pour chacun de ces quatre groupes, nous est donné
‘le nombre de cas fentfaht dans chaque‘;atégorie (avéc Te pourcentage
“pér fabport au nombre total de caé), puis le nombre de ces Cas dans
1ésque]sl1'ACO est bréseﬁt‘(avec le pourcentage pér rapport au ndmbre

de cas de la catégorie). Cette étude est réalisée par rapport aux
tranches d'dge précédemment définies et également dans la derniére
colonne, sans tenir compte de 1'3ge (0 - 70 ans). Les résultats ex-
primés dans ce tableau montrent &galement le manque de corrélation entre
la présence d'ACO et 1'dge, ce qui avait été observé dans le tableau
précédent. On observe que 1'ACO est présent chez quasiment tous les
individus (14 sur 15, soit 93 %) présentant une microfilarodermie

élevée (:>500 microfilaires/mg de peau). L'information importante de

ce tableau et qui confirme celle du tableau précédent montre la détection
d'ACO. Chez 24 des 29 cas (soit 83 %) présentant une microfilarodermie

négative.

| - Dgns les catégories b‘et,c, i1 faut noter que 1'on ne détecte
1‘ACO‘que dahé 74 et 71 % dechas; respectivement. Par conséquent, il y
a 27,5 % (26 et 29 % respectivement) des cas ol le diagnostic parasito-
logique par les biopsies cutanées est positif mais ol 1'on ne détecte

pas d'antigénes circulants dans le sérum.



AGE {10 10 - 20 21 - 30 31 - 40 40 0 - 70
Nombre total de cas 25 46 38 26 19 154
Nbre ge 13 (52 %) 11 (24 %) 5 (13 %) 0 0 29 (18 %)
DO -0 S U
présence 9 9 - -
R aco oox 12 (92 %) 9 (81 %) 3 (60 %) 24 (83 %)
o  Norede 7 (28 %) 16 (35 %) 3 (8 %) 5 (19 %) 0 31 (20 %)
= bo=C88 e e e m e =]
@ présence 0 _
2 B aco 6 (85 %) 13 (81 %) 2 (67 %) 2 (40 ) 23 (74 %)
[1o]
E i ”‘g;g de 5 (20 %) 18 (39 %) 25 (66 %) 19 (73 %) 12 (63 %) 79 (51 %)
et
= ace 5 (100 %) 16 (89 %) 14 (56 %) 12 (63 %) 9 (75 %) 56 (71 %)
Nore de 0 1 (2 %) 5 (13 %) 2 (8 %) 7 (37 %) 15 (10 %)
A-=S02 e  e ree mem mmm  m m m m m m m m  om  om m m  m m m
résence o . \
() i aco - 1 (100 %) 5 (100 %) 2 (100 %) 6 (85 %) 14 (93 %)
v ‘/ﬂl__‘
\&/ | |
Tableau 11 : Corrélation entre la présence d'ACO et les taux de la microfilarodermie

% groupes présentant les valeurs de la microfilarodermie suivantes (en nombre de mlcroflla1res/mg de peau) : a =
= &levé, »500

b = faible, { 20 ; ¢ = moyen, 20-500 ;

négatif ;

xx les nombres entre parenthéses représentent le pourcentage par rapport au nombre total de cas de la catégorie d'dge

¥xx Les nombres entre parenthéses représentent le pourcentage de cas avec de 1'ACO par rapport au nombre de cas du groupe

TT1
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4 - Spécificité du RIPEGA utilisant 1'IgM Mn pour la détection

de COA

La spécificité du RIPEGA utilisant 1'IgM Mn anti-0. volvulus
pour la détection de COA a &té atudiée en testant des sérums de sujets §
atteints de diverses parasitoses en méme temps qu'un certain nombre de

SHN et de sérums d'Onchocerquiens connus.

La Figure 13 représente gﬁaphiquement les résultats obtenus.
Les moyennes et écarts-types représentés sur le graphiqde sont les

4.02 ¥ 0.53

suivants : SHN : X

7.06 Y 2.6

SOv : X

=3.7%0.3

Sérum d'Onchocercose bovine : X
(0. gutturosa ; 0. ljenalis ; 0. gibsoni)

Sérums de patients infectés par

Brugia malayi : X = 4.62 ¥ 1.53

Loa loa : X = 4.33 £ 0.75

Wuchereria bancrofti : X = 2.86 T 0.28

Schistosoma mansoni : X = 4.28 ¥ 0.83

4.01 T o.47

Fasciola hepatica : X

L'analyse statistique de ces résultats nous montre qu'il
existait une différence significative (F = 14.84 ; p‘< Q.001) entre
les sérums d'Onchocerquiens et ceux des contrdles d'une part, et des.

diverses parasitoses d'autre part.

Cependant, i1 faut noter que quelques sérums ont des valeurs
plus élevées que le seuil de positivité fixé comme étant égal a la

moyenne des SHN additionnés de deux fois 1'écart-type. Ces cas sont peu
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nombreux mais é&tant donné le petit nombre de sérums étudiés, ils re-
présentent des pourcentages élevés. C'est surtout le cas pour les sérums
de patients infectés par B. malayi ot 3 cas sur 10 sont

au-dessus du seuil de positivité, mais également dans 1 cas sur 10

pour les patients infectés avec L. loa et S. mansoni.

I1 aurait &té intéressant d'étudier des sérums de patients
infectés par des parasitosesvintestinales (Ascaridiose, Ankylostomose)
car les patients onchdceréufehs sont porteurs‘de ces maladies. Malheu-

« reuéement, ceci n'a pas étéipossible.-Néanmoins,‘nous aVons pu nous

l procurer quelques sérums de réfugiés asiatiques parasitéds par des hel-
“minthidses intestinales et dans quelques cas &galement atteints de palu-
disme. Sur les 6 cas étudiés, un des sérums (17 %) montrait une récction
croisée, ayant une valeur prés de deux fois supérieure & la moyenne des

SHN.

125

Une IgM humaine marquée a 1' I a été utilisée dans les mémes

conditions d'expérience pour vérifier que la radicactivité observée
dans les cas de réactions croisées n'était pas dues & la formation d'un

125

complexe entre des auto-anticorps anti-IgM et 1'IgM I.

VIIT - DETECTION DE COMPLEXES IMMUNS CIRCULANTS DANS LES SERUMS

1 - Etude de sérums onchocerguiens

Les sérums onchocerquiens rapportés du Vénézuéla ont également .
été étudiés pour la présence de complexes immuns circulants (CIC). Les
résultats sont représentés graphiquement Figure 14. Les moyennes et
dcarts-types sont les suivantes :

SHN : X =29.11 f 2.54

il

+

SOv : X = 37.07 Z 8.82
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Figure 14 : Détection de complexes immuns circulants (CIC) par la technique
du Clq radiomarqué. SHN : sérums humains normaux ; Ov : sérums

de patients onchocerquiens.
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Le test de Fischer-Student nous permet d'affirmer que e taux
de CIC de ces deux population est significativement différent, avec

une probabilité d'erreur infarieur & 0.001.

2 - Corrélation entre 1'ACO et les CIC

Un test de corrélation par régression linaire a &té effectué
pour comparer les Ln des taux de COA & ceux des CIC dans la population
vénézuélienne &tudiée. La figure 15 nous montre du'i] y a une corré&lation
:entte'cesbdéux Facteuréjséfiqués; aQec‘une droite ayant pour éqhation :

Lny = 20.852 + 0.259 Ln x

IX - SPECIFICITE DE L'ANTICORPS MONOCLONAL [A2-23

1 - En Immunodiffusion (DDG)

L'IgM Mn TA2-23 étant capable de former un arc de précipitation
vis-d-vis de 1'Ag Ov en DDG, sa capacité de reconnaissance d'autres

antigénes a pu étre analysée par cette méthode.

La Photo 10 montre que cet anticorps monoclonal reconnait cer-
taines fractions antigéniques solubles de certains nématodes tels que

Dipetalonema viteae (2), Ascaris suum (3), Toxocara canis (4) et

Panagrellus species (un nématode libre utilisé pour Te diagnostic immu-
nologidue des anky]ostomoées et anguilluloses) mais ne réagit pas avec

Tes antigénes du nématode Trichinella spiralis (6) et d'un trématode

Fasciola hepatica (7) dans nos conditions expérimentales.

Sur Ta Photo 11, on peut voir une faible réaction positive avec-

1'extrait antigénique soluble de Taenia saginata (8) mais pas avec les

antigénes solubles du liquide hydatique (1) (E. granulosus - autre cestode).
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Figure 15 : Représentation graphique de la corrélation entre antigénes

circulants de 1'Onchocercose (ACO) dosés par le RIPEGA et complexes

immuns circulants (CIC) dosés par le test de liaison au Clg marqué. (1532)
- LLE
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Photo 10 : Double diffusion en gel opposant 1'IgM mon~clonale (Mn)
(4/ug/10 M1) aux antigénes suivants (2 mg/100 ul)

1 : 0. volvulus

2 : Oipetalonema viteae

: Ascaris suum

5w

: Toxocara canis

(9]

: Panagrellus species

& : Trichinella spiralis

-7 : Fasciola hepatica
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Photo 11 : Double diffusion mettent en &vidence une réaction positive
_ntre 1'IgM (Mn) (4/ug/10/u1) et cartains antigénes parasi-
taires (2 mg/100 ul).

1 - Liquide hydatique de Echinococcus granulosus

2 - Toxoplasma gondii

3 - Aspergillus fumigatus

4 - Aspergillus flavus

5 - Alternaria tenuis

- Penicillium notatum

Mucor mucedo aus

\ Litkk

- Taenia saginata

(Yo (v 0] ~4 [*)]
. .

- Trypanosoma cruzi

10

0. volvulus
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Aucune réaction n'est observée avec les antigénes solubles de protozoaires
et de champignons testés. Bien que ces deux lames de DDG montrent que les
réactions croisées ne sont observées qu'avec certains antigénes d'hel-
minthes, il a été jugé utile de confirmer qu'il s'agissait bien d'une
réaction antigéne-anticorps et non d'une réaction due & une "C-reactive
protein" (CRP) qui réagirait avec la substance C contenue dans la plupart
des antigénes pafasitaires, y compris ceux dés protozoaires et des cham-
pignons. Cette réaction‘ne donne pas lieu @ une réaction antigéne-
anticorps. vraie mais a une. floculation qui doit normalement disparaitre
aprés immersion des lames dans du tampon citrate de sodium pendant 3
heures. Les résultats (Photos 12 et 13) confirment qu'il ne s'agit pas
d'une CRP. En effet, si on oppose un sérum anti-CRP & un sérum humain
contenant de la CRP (Photo 12), on observe une réaction. On peut remarquer
sur la Photo 13 qu'il n'y a pas de réaction entre cet antisérum anti-CRP

et 1'anticorps monoclonal IA2 23 purifié. Les systémes précipitants

observés avec certains antigénes d'helminthes (D. viteae, A. suum,

T. canis, Panagrellus sp, T. saginata) sont donc dues & une réaction

immunologique. L'anticorps monoclonal IA2-23 reconnait donc un déter-
minant antigénique présent dans certains des antigénes de nématodes testés
mais également dans celui d'un cestode T. saginata, dans nos conditions

expérimentales.

2 - En ELISA

La spécificité de 1'Ac Mn IA223 a été analysée en ELISA vis-a-vis
de plusieurs antigénes parasitaires. Une analyse du Tableau 12 montre que
cet anticorps reconnait un déterminant antigénique qui est également

présent dans 1'antigéne de Toxocara canis, Panagrellus, -Dipetalonema viteae,

Ascaris suum et Taenia saginata.




Photo 12 :

Photo 13
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Vérification de 1'activitsd du sérum anti-CRP en D0G vis-3-vis

de sérum (1 - 4) pouvant présenter la "C réactive protéina®.

A oA R 4 T B e g sy e L IR e O S ARG

anti CRP
pur }’ ;

et st AT BRI S S D el N

-

Jouble diffusion en gel opposant 1'IgM monoclionale (Mn)

[A2 23 & deux concentrations de sérum anti-CRP.
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|

Antigéne ;'Sérum + IA2-23 IR 983F Blanc
|
|
Schistosoma §
mansoni 2 0,08 0,073 0,17
Toxocara canis 2 0,74 % 0,093 0,13
PanagrelTus 2 0,73 % 0,08 0,17 |
-+ Trichinelta - - S C . ,
spiralis . |. 2 . 0,08 0,056 . 0,05
Dipetalonema
viteae 2 1,9 % 0,08 0,16
Ascaris suum 2 0,68 % 0,02 0,11
Liquide hydatique 2 0,15 0,04 0,10
Fasciola hepatica; 1,97 0,05 0,02 0,05
Taenia saginata 2 1,00 % 0,06 0,15

Tableau 12 : Spécificité de 1'Ac Mn IA2-23 en ELISA. L'antigéne est fixé
as Pg/m]. Les sérums positifs proviennent soit de patients, soit de Tapins.

% Représente les valeurs jugées positives.



123

3 - En RIPEGA

La spécificité telle qu'elle est jugée par le RIPEGA concerne
uniquement la reconnaissance d'un déterminant antigénique présent dans
1'antigéne circulant dans le sérum. Les résultats ont &té rapportés

précédemment (Chapitre V - VII - 4).

.X - ESSAI DE MISE EN EVIDENCE D'ACO DANS LES URINES PAR RIPEGA

-1 - Mise au point - -

Comme pour la détection d'ACO dans»1e sérum, il a éte nécessafre
d'établir une courbe de solubilité de 1'Ac Mn 1125 dans Te milieu urine.
Nos premiers essais nous ont révélé que dans un milieu urine pur on ne
précipite que 50 % des protéines marquées avec du TCA 20 %. I1 s'est donc
avéré nécessaire de réaliser 1'expérience dans un mélange de sérum et
d'ur.ne. En effet, cet apport en protéine aide & la précipitation des
immunoglobulines marquées et on obtient ainsi un témoin TCA représentant
prés de 80 % de la radiocactivité initiale. Par la suite, toutes les expé-
riences ont été réalisées avec 100 p] de sérum dilué au 1/2.5e ajoutés aux

100 F] d'urine & tester.

La Figure 16 montre la cinétique de précipitation de 1'Ac Mn 1125
dans un mé]ange urine + SHN 1/2.5e.D'aprés cette courbe, la concentration

de 5 % de PEG a &té sélectionnée.

Au cours des diverses expériences de mise au point de ce test, i1
a été montré que des urines de sujets sains, concentrées mais non dialysées
pouvaient donner des pourcentages de précipitation de 1'Ac Mn 1125 allant
jusqu'a 55 %. Ces mémes urines, aprés 48 heures de dialyse contre de 1'eau

distillée donnaient des taux voisins de 5 %. 11 est & noter que les écarts
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types des urines témoins restaient toujours importants. Les urines
de patients européens atteints de protéinurie n'entrainaient pas de

pourcentage de précipitation plus élevé.

Une courbe dose réponse a &té établie & partir d'Ag Ov dilué

dans un pool d'urine témoin. Elle est représentée Figure 17. L'augmen-

tation du poufcentage de précipitation de 1'Ac Mn 1125 en fonction de

Ta.concentration d?antigéné indiqué qu'i1 est possible de doser de

'1‘ahtigéné-en milieu urine + sérum par la technique du RIPEGA.

2 - Etude d'urine de patients onchocerquiens

Des urines de patients onchocerquiensiconcentrées 10 fois ont
été étudiées dans ces mémes conditions. La moyenne et 1'&cart type de:
urines témoins sont de 3.63 ¥ 0.9. On peut établir le seuil de posi-
tivité comme &tant la moyenne additionnée de deux fois 1'écart type soit
supérieured 5.43. Sur les 25 urines étudiées, une seule, lors de deux
expériences différentes, s'est avérée &tre au-dessus de ce seuil avec
une valeur de 5.77. La moyenne et 1'écart type des 25 urines &tudiées
sont de 3.75 ¥ 1.09. La différence entre les urines 0.v et les témoins
n'est pas statistiquement significative (p = 0.4). I1 semble donc que
1'antigéne détecté par 1'anticorps monoclonal IA2-23 ne soit pas présen:
dans les urines de patients onchocerquiens ou qu'il soit présent sous

une forme non décelable par cette téchnique.

K1 - DETECTION D'ACO PAR DES TECHMIQUES  DIRECTES (SRIA)

1 - Choix du support

Le choix du support (billes ou plaques) a &té fait d'aprés les

courbes doses-réponses obtenues d partir des mémes solutions d'antigéne




127

dissous dans du SHN. Les conditions de réalisation ont &té celles
définies comme optimales pour chacun des tests. La superposition

des deux courbes (Fig. 18) montre que 1'on atteint un plateau beaucoup
plus rapidement avec des plaques en polyvinyl chloride

Cependant, ce méme support semble apporter de meilleurs résultats

quant 3@ la sensibilité du test. Etant données»]es faibles concentrations
d'antigéne circulant présentes dans le sérum de patients onchocerquiens,
cefté derniére caractéristique'est plus importante. Le seuil de détec-

-tion du SRIA-P se situe-dohd aux environs de 0.1 pg/ml d'Ag Ov.

2 - Etude de sérums de patients onchocerquiens

Les résultats obtenus sont représentés graphiquement Figure 9.
Les moyennes et écartsitypes sont les suivants :

=1.37 T o.15

x|

SHN :
Sov : x =2.34 % 1.71

La différence est significative avec une probabilité d'erreur

inférieure a 0.009.

Si 1'on considére comme positive toute valeur supérieure &
1.67 on détecte de 1'antigéne circulant par cette technique dans 57 %
des cas. Cette technique est reproductible et les plaques sur lesquelles
T'anticorps a été fixé peuvent &tre conservées a 4°C aprés lavage et

séchage a température ambiante. |

X11 - DONNEES BIOCHIMIQUES SUR L'ANTIGENE CIRCULANT

1 - Analyse par immunoprécipitation

La lame de DDG représentée Photo 14 montre qu'il est possibla
d'obtenir un arc de précipitation en gel entre 1'anticorps monoclonal

IA223 et 1'Ag TCAs. Les anticorps monoclonaux ne reconnaissant qu'un
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seul déterminant antigénique, i1 est trés difficile d'obtenir un

réseau de précipitation que 1'on peut visualiser sans avoir recours 3
des agents précipitants tel le PEG. La capacité de cet anticorps
monoclional de former un réseau de précipitation visible avec 1'Ag TCAs
est une indication que le déterminant antigénique reconnu est répétitif.
IT faut noter également que toutes les tentatives de précipitation
entre cet anticorps monoclonal et un sérum ou une urine de patients

onchocerquiens - (concentré au maximum) n'ont jamais donné lieu & des

-arcs visibles. -

La Photo 15 montre que 1'Ag TCAs est stable & la chaleur
puisque le déterminant antigénique est toujours reconnu aprés un

chauffage a 100°C pendant une demi-heure.

2 - Analyse par filtration sur gel

Aprés passage de 1'Ag Ov sur colonne de gel filtration ACA 44
les différentes fractions sont fixées sur des plaques en polyvinyl
chloride et analysées par 1'anticorps Mn 1125 5 ivant une technique radio-
immunologique (RIA). . L'histagramme de la Figure 20 représente la
capacité de 1'anticorps monoclonal IA223 de reconnaitre les différentes
fractions de 1'antigéne. D'aprés la décroissance progressive de la
radioactivité, il apparait que le déterminant antigénique reconnu par
cét antfcqrps monoc]ohal‘n'est pas spééifique d'un poids moléculaire
donné. En effet, & partir d'un poids moléculaire de 60,000, la radio-
activité augmente avec le poids moléculaire des fractions, indiquant

que le déterminant antigénique reconnu est répétitif.
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sol.

Photo 14 : Double diffusion en gel opposant différentas concantrations
de 1'IgM monoclonale (Mn) I[A2 23 & 1'antigéne TCA soluble
(2 mg/100 ul) et & un sérum de patient onchocarquien

présantant de 1'antigéne circulant.

T T e A T T T S S A TR B g Sy e

Photo 15 : Double diffusion en gel mettant en avidence la stabilitéd

d 1a chaleur du déterminant antigénique reconnu par

1'anticorss monoclional (Mn).
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3 - Analyse par migration en gel

La migration en gel de 1'antigéne TCA soluble apporte une preuve
indirecte sur la nature de 1'antigéne circulant. La forte coloration par
le Schiff, et une coloration plus faible par le bleu de Coomassie (Photo 16)

indique qu'il s'agit essentiellement d'un polysaccharide.
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I - PRODUCTION D'ANTICORPS MONOCLONAUX ANTI-O. VOLVULUS

La fusion cellulaire est une phase technique ou le hasard
joue un rdle important et qui, par conséquent, est difficilement contrdla-
ble. Pour la production d'anticorps monoclonaux d'une spécificité donnée,

on immunise des rats avec un antigéne soluble dans lequel 1'antigéne a

“8tudier ne représente qu'un faible pourcentage. On n'obtient donc qu'un
~petit nombre de cellules de rates produ1sant des anticorps contre 1' ant1-

"gene c1rcu1ant de 1 Onchocercose L 1mportance du hasard dans 1a fus1on

ce11u1a1re ment1onne plus haut fa1t concevoir que 1e oourcentage de

clones positifs obtenu reste faible.

IT est important que les rats soient bien immunisés contre
1'antigéne @ étudier, ce qui constitue un probléme dans ce cas précis puisque
1'antigéne circulant de 1'Onchocercose n'est pas isolé. On connait son
identité partielle a ec 1'antigéne TCA soluble, majs cette fraction étant
de nature polysaccharidique, est peu immunogénique injectée
sous cette forme. L'immunisation avec des complexes immuns isolés & partir
de sérum de patientsonchocerquiens parultracentrifugation ouprécipitation au
PEG a permis 1a production d'anticorps anti-0. volvulus. Cependant les ex-
périences d'hybridation réalisées & partir de ces rats n'ont pas conduit 2

la production d'anticorps anti-antigéne circulant.

Pour justifier du’choix des techniqu;s de dépistage utilisées,
i1 faut tout d'abord souligner que de telles techniques doivent &tre réali-
sables dans la journée afin d'éviter le repiquage des cellules qui entraine;
rait un travail considérable, et un gaspillage de matériel. Les résultats

obtenus (Tableau 7) montrent 1'importance d'utiliser deux antigénes,]'un
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de structure et 1'autre soluble, car les anticorps produits ne
reconnaissent pas forcément les deux. L'utilisation d'antigéne TCA

soluble pour le dépistage d'anticorps anti-ACO n'est également pas

d'une probabilité totale puisqué 1'identité entre les 2 composants

n'‘est que partielle. On peut nofer éependant que le choix entre les techniques
ut111sab1es est assez restreint car 1'antigéne circulant onchocerquien

n est pas encore isolé. En effet 1'emploi de prec1p1tat1on en gel v1s--

a- v1s de serum de pat1ent ne peut pas étre envisagé pour le dépistage .
‘d ant1corps monoclonaux D autres techn1ques tel]es que ‘Te RIPEGA sont

trop lourdes au niveau de la préparation de 1' ant1corps (pur1f1cat1on,

marquage) pour étre utilisées dans le dépistage.

Tant pour 1'ELISA que pour la technique d'immunofluorescence,
1'emploi comme conjugué d'une anti-IgG marquée, soit a4 la péroxidase,
soit a la f1uorescejne, impose une restriction au niveau des classes
d'immunoglobulines qui pourront &tre détectées. Cependant, 1'emploi de
sérum anti-IgA, anti-IgD et anti-IgE multiplierait considérablement le
travail de dépistage. De plus, étant donné le protocole d'immunisation
et Ta cinétique de production d'anticorps, il &tait plus probable d'ob-
tenir des immunoglobulines de classe M ou éventuellement‘G. Le dépistage
d'IgE anti-0. volvulus conduirait certainement & des résultats

_intéressants'mais constitue une voie d'approche différente.

Le matériel antigénique utilisé en immundfTuorescence doit é&tre
de bonne qualité. Les meilleurs résultats ont &té obtenus sur coupes de
kystes Vénézuéliens qui avaient &t2 congelés dans les 5 minutes suivant '
leur prélévement et rapportés congelés au laboratoire. De plus,-cette

population indienne n'a jamais été traitée par des antifilaricides et
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les vers sont par conséquent intacts. Ces observations rappellent
les difficultés constamment présentes dans 1'étude de 1'Onchocercose.
On peut rappeler que ce parasite uniquement présent sous les
tropiques ne se développe chez aucun animal de laboratoire.
Par conséquent, le matériel oncnocerquien utilisé (kystes, sérum et
- urine) provient d'Afrique ou d'Amérique du Sud et doit parvenir dans
~ de bonnes conditions jusqu'au lieu d'étude. Les condjtions de
'cod;érVation'SuE'1e'terrain sont souvent inexistantes et les temps de-
traﬁspdrt»ﬁfés 15595} L'obtention de bon'hatékiéf‘onchocerquien dans
un laboratoire si éloigné des zones d'endémie est par conséquent trés
difficile; elle nécessite donc une bonne organisation des personnes travai:-
lant sur le terrain. De plus, 1'antigéne est préparé a partir de versextraits
d'Onchocercomes de patients infectés. L'ablation de ces kystes nécessite
une petite intervention chirurgicale et par voie de conséguence, un
personnel qualifié. On comprend donc que 1'antigéne

d'Onchocerca volvulus est un produit rare, d'obtention difficile.

Cette situation particuliére & 1'étude d'une maladie
n'ayant pas de cycle expérimental,fait de 1a technique de production
d'anticorps monoclonaux une technique de choix car elle n'utilise que
d'infimes quantités d'antigénes comparée & la production d'un hyper-
immunsérum. Les techniques de dépistage, ELISA et IF, présentent égale-

ment 1'avantage d'utiliser peu d'antigéne.

I1 est intéressant de noter que les deux techniques de dépistage
utilisées (IF et ELISA) sont complémentaires. En effet, certains antigénes
de structure ne semblent pas étre présents dans 1'antigéne soluble, ou
tout au moins ne se fixent pas sur lé surface de chlorure de polyvinyie

Bien que 1'ELISA semble plus approprié pour la détection d'un antigéne
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circulant, donc soluble, 1'IF ne doit pas &tre négligée car elle apporte

des renseignements sur la localisation de 1'antigane.

IT - LA DETECTION D'ANTIGENE CIRCULANT DANS LE SERUM PAR UN ANTICORPS
MONOCLONAL

IT convient tout d'abord de souligner les problémes inhérents

d la sélection des malades. En effet, comme nous 1'avons vu dans le
chapitre I,,i] n'existe pas de diagnostic de 1'Onchocercose dans sa
période pré-patehte. Par conséquent, on ne posséde pas de sérum de réfé-
rence des différents stades de 1' infection. Seul le regroupement par
tranche d age nous apporte une 1nd1cat10n sur la duree probable et
approximative de 1'infection car la populat1on gétudiée est en contact
permanent, et d&s; la naissance avec le vecteur. Cette absence de
diagnostic précoce pose un probléme pour la sélection de controles sains
de la méme ethnie que les malades étudiés, ainsi que pour 1'étude des
réactions croiéées. Cette lacune rend également hasardeux le calcul

d'un pourcentage de faux poritifs et de faux négatifs, pz ‘amétres

importants pour 1'é&valuation d'une technique de diagnostic.

L'anticorps monoclonal sélectionné en vue de 1a détection d'ACO
est de classe IgM. Ceci ne nous surprendrapaspuisque plusieurs publica-
tions (Paganelli et al., 1980 ; Steward et ail., 1982) font état de la
orésence d'IgM dans les complexes immuns circulants dans le sérum de
pat1ents onchocerquiens. En outre, dans la schistosomiase, 1eé anti-
corps d1r1ges contre les ant1genes c1rcu1ants sont également de c1asse ;

IgM (Nash et al., 1978 ; Deelder et al., 1980).
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Cet anticorps permet la détection d'antigéne circulant (ACO)
dans 80 % des cas Africains &tudiés et dans 76 % des cas chez les indiens
du Vénézuéla. [1 est de plus remarquable que cet anticorps produit contre

un antigéne d'origine africaine reconnaisse également 1'antigéne vénézuélien.

En effet, 1'existence ou la non-existence d'une différence antigénique

entre cas deux souches fait actuellement 1'objet d'un sujet de recherche

~en.collaboration avec. 1'dquipe de. Caracas.

Dané‘1a>schis£§§ohia$e, des dééaécoras persigfenféu‘nivéau de
1'existence d'une corrélation entre le taux d'antigénes circulants et la
charge parasitaire (Carlier et al., 1975 ; Santoro gg_gl;, 1980 ; Deelder
et al., 1980). Santoro et al. (1980) préconisent 1'utilisation du RIPEGA
pour 1'évaluation de la charge parasitaire alors que Deelder et al. (1930)
n'obsérvent pas de corrélation entre 1'antigéne circulant qu'il détecte

et les données parasitologiques. (aci pourrait néanmoins é&tre expligué

par une différence au niveau des antigénes circulants dosés. Aucune

étude permettant de faire de telles corrélations n'a &t2 réalisée précé-
demment dans les filarioses. On peut seulement noter que Karavodin et al.
(1980) et Steward et al. (1982) n'observent aucune corrélation entre le

taux de CIC et le nombre de microfilaires. Les résultats présenté@s dans

cet ouvrage confirment indirectement ces travaux en montrant d‘une part

un manque de corrélation entre la présence d'ACO et la microfilarodermie,

et d'autre part une corrélation positive entre les CIC et 1'ACO.
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L'étude détaiilée de la population Vénézuélienne a permis pour
la premidre fois de corréler 1la présence d'ACO aux données parasitolo-
giques. L'augmentation avec 1'dge du nombre de cas présentant des no-
dules palpables et une microfilarodermie positive n'ast pas surprenante
chez_gne.popu1ation vivant en contact permanent avec le vecteur. Cette
'augmentatiéh avec 1'age n'est‘pas observée an ca qui concerne la
présenCe,d}antigéng circulant. L'hypothése de départ, et gui est corro-
borée‘par'des travaux éffectués-dans d‘éutres.parasitoses, est que
1'antigéne circulént est d'origine parasitaire, probablement un produit
de sécrétion et d'excrétion 1ibéré dans la circulation, qui nst peu
antigénique, de demi-vie courte et qui pourrait donc donner une indijca-
tion sur la charge parasitaire. En fait, on n'observe pas de corrélaticn
directe entre 1'antigéne circulant détecté par 1'anticorps moncclonal

sdiectionné et la charge parasitaire.

Plusieurs hypothéses peuvent &tre avancaes
- D'une part, 1'anticorps monoclonal utilisé ne reconnait
qu'un seul déterminant antigénique et peut, par conséquent, détecter un

antigéne autre que celui correspondant & 1'hypothése de départ. On peut
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noter, & ce propos, que Deelder et al. (1980) mettent en évidence

dans 1a schistosomiase deux antigénes circulants, de migration anodique
CAA ou cathodique (CCA) en immunoélectrophorése. L'un d'eux (CAA) est
immunogénique, facilement détectable dans Te sé&rum mais n'apporte
aucune indication sur la charge parasitaire. L'autre (CCA) se retrouve
.dans les urines et semb]eﬂétre un meilleur candidat mais sa détection
par des techniques sensibles est freinée par le fajit que son manque

d'immunogénicité rend difficile la production d'un bon antisérum. -

- L'immunogénicité des antigénes circulants semble &tre un fac-
teur important car c'est probablement la formation d'anticorps contre
ces antigénes, et ensuite de complexes immuns circulants qui est & 1'o-
rigine du manque de corrélation avec l1a charge parasitaire. On peut
ainsi envisager qu'au début de 1a maladie, les antigénes sont libres

dans la circulation. Par la suite, une réponse immunologique

se développe, pouvant conduire & une situation ol les anticorps sont en
exces et oU aucun site antigénique n'est libre au sein des complexes
immuns. Dans ce cas, il n'est pas possible de détecter 1'antigéne cir-
culant par le RIPEGA, bien qu'il soit présent chez le malade. Ceci
expliquerait les cas négatifs en ACQO mais présentant un diagnostic para-

sitologique positif.

 7s;;j~- Une corrélation entre 1'ACO et les CIC a &té& observée, ce qui peut
'suggékeﬁﬁhé1‘antigéne reconnu par 1'ahticorps monoclonal sélectionné
Joue un rdle dans la formation des complexes. I1 faut noter cependant
que cette technique de fixation du Clgq ne détecte pas que les CIC
spécifiques de 1'Onchocercose. Une telle technique serait trés utile &t
permettrait de vérifier 1'hypothése citée plus haut. Elle pourrait étre

basée sur Ta fixation des complexes d un support par un site antigénique
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libre et leur visualisation serait ré&alisé&e par un sérum anti-immunoglo-
buline humaine marqué. Cependant, ce genre de technique serait limite,

comme le RIPEGA, par la présence de sites antigéniques libres. I1 appa-

rait donc difficilelorsqu'on parle de détection d'ACO de n'avoir que
de 1'antigéne libre, et i1 n'est pas encore possible de pouvoir détecter
des CIC spécifiqUes de 1'Onchocercose. Ceci explique que pour certains

.cas particuliers, on ne puisseobserverde corrélation entre ACQ et 'CIC. .

L'étude d'une corrélation entre 1'ACO et les données parasi-
tologiques par tranches d'dge apporte une information trés intéressante
en ce qui concerne les enfants de moins de 10 ans. On note en effet
que 1'ACO est présent chez 91 % de ces enfants alors que seulement
52 % d'entre eux ont une microfilarodermie positive.‘Ces observations
sont trés importantes car elles montrent que la présence de 1'antigéne
circulant &tudié grace a 1'anticorps monoclonal permet un diagnostic
précoce de 1'Onchocercose. De plus, cet antigéne est présent dans
83 % des cas présentant une microfilarodermie négative. Cette technique
présenterait ainsi le gros avantage de permettre un diagnostic plus précoce
de 1a maladie. Elle ne peut cependant pas remplacer complétement le diag-
nostic parasitologique par biopsie cutanée car on a observé 27 % de cas
présentant des microfilaires mais ol COA n'a pu étre détecté. Ces cas
.préééhtehf"Une 5i&fofi1afém%é fgibfé ou»moyéhhe et i1 est possible qu'fi
y ait un excéé d'anticorps masquant ainsi tous les sites antigéniques.

Un seul cas sur 15 présentant une microfilarodermie &levée s'est révélé
négatif en COA. Les autres techniques envisageables en vue de la
détection d'antigénes circulants dépendent également de la présence

de sites antigéniques libres et ne détecteront pas d'antigénes
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dans les cas ou les anticorps sont en excés. Pour permettre un diagnostic
sérologique complet des antigénes circulants et éclairer les différentes
hypothéses analysées plus haut, i1 faudrait compléter le RIPEGA par une
technique de détection des CIC spécifiques de 1'Onchocercose. En effet.
la technique de dosage par le Clg radiomarqué ne tenant pas compte de
la spécificité des CIC mesurés, il serait hasardeux de s'adonner & une
étude de corrélation plus approfondie entre 1'ACO, les CIC et les
_données parasito]ogiques.

| _ ‘,D;aprés les &tudes réa]jséesren iﬁmuﬁqf]uorescence, 1'ant1corps, ‘
monoclonal IA2-23 semble reconnaitre la éuticu]evdes‘microfi1aires.v |
L'antigéne circulant détecté serait donc une conséquence de la destruc-
tion des microfilaires. Cependant, il reste & expliquér la mise en
évidence d'ACO dans des cas de microfilarodermie négative, ainsi que
chez de trés jeunes enfants ol il est peu probable que des microfilaires
soient produites. On peut, pour cela, envisager 1'existence de réactions
croisées entre les cuticules de microfilaires (L1) et de stades infes-
tants (L3) et méme de stadeslarvairesl4. I1 est probable que, comme c'est

le cas pour Dipetalonema viteae (Hague et al., 1882), ilyait une destruc-

tion naturelle (non immunologique) d'un grand nombre de larves L3 et L4
qui deviennent probablement des antigénes circulants.Si le déterminant
antigénique reconnu par 1'anticorps monoclonal est présent dans les larves
L3 et L4, i1 est alors vraisemblable d'obtenir un diagnostic précoce en
utilisant cet anticorps,‘Cette hypothése est trés'difficile a vérifier
techniquement, de par la difficulté (ou 1'impossibilité) d'obtenir des

Tarves L3 ou L4 en 1'absence d'un modéle expérimental.

De nombreuses informations sur 1'origine somatique ou métaboii-
que de 1'antigéne détecté ainsi que sur son rdle dans les CIC pour-
rajent probablement é&tre obtenues en suivant 1'évolution de ces paramétres
chez une population traitée par une drogue microfilaricide telle que la

diéthylcarbamazine. Cette étude ne peut cependant pas étre réalisée sur
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la population Vénézuélienne analysée ici car des chocs anaphylactiques
graves pourraient survenir (voir Chapitre I)qui,en 1'absence d'une

infrastructure hospitaliére proche, risqueraient d'étre fatals.

IIT - ABSENCE DE L'ANTIGENE CIRCULANT ETUDIE DANS LES URINES DE PATIENTS

ONCHOCERQUIENS

I1 faut tout d'abord noter qu'il est important de filtrer
touteé les urines avant congélation ou lyophilisation. En effet, des
»microffTéires peuvent &tre libérées dans les urines de patients et de
tels traitements entraineraient une libération artificielle d'antigéne

parasitaire.

L'obtention d'une courbe dose-réponse avec une solution d'Ag Ov
dans de 1'urine montre qu'il est techniquement possible de déteéter de
1'antigéne dans de 1'urine. Cependant, d'aprés les spécimens analysés
ici, 1'antigéne circulant reconnu par 1'anticorps monoclonal n'est pas

présent dans les urines.

Dans la schistosomiase ol les é&tudes sur les antigénes circulants
ont été les plus développées, Carlier et al. (1975) met en évidence un
antigéne "M" dans les urines de patients atteints de schistosomiase qui
pourrait correspondre d 1'antigéne "CCA" décrit par Deelder et al. (1980).
Cependant, les antigénes circulants détectés dans le sérum de patients
par Santoro et al. (1980) et celui & migration anodique, le "CAA" de
Deelder et al. (1980) ne sont pas mis en évidence dans les urines. Vice-

versa , Carlier et al. (1975) n'ont pu mettre en évidence dans les

sérums 1'antigéne "M" qu'ils détectent dans 1'urine.
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Tous ces arguments sont en faveur de 1'hypothése suivant laquelle
1'antigéne étudié ici n'est pas présent dans les urines onchocerquiennes
mais qu'il peut exister un autre (ou d'autres) antigéne(s) qui pourrai(ent)t

8tre détecté(s) par un autre anticorps que celui utilisé.

Une autre hypothése mérite d'&tre considérée. I1 est possible
que des antigénes parasitaires ne passent dans les urines que lorsqu'il
y a des .1ésions rénales. Ces 1&sions sont surtout observées aprés trai-
temeﬁt par 1aAdiéthy1carbamazine ol la formation de trés nombreux complexes
immuns (peut-étre de nature différente de celle des sujets non trajtés)
entraine de nombreuses complications, notamment rénales. Le fait que
1a population Vénézuélienne n'ait jamais été traitée pourrait alors
expliquer ces résultats. Dans ce cas, on pourrait expliquer 1'unique
résultat positif, non pas comme un artefact, mais par la présence chez

le patient de 1&sions rénales d'une autre origine.

IV - SPECIFICITE DE L'ANTICORPS MONOCLONAL IA223

Les anticorps produits par des cellules issues d'un méme clone
cellulaire ne reconnaissent qu'un seul déterminant antigénique. Cependant,
Tes résultats obtenus en double diffusion en gel et en ELISA révélent
que le déterminant antigénique reconnu est répétitif non seulement dans
1'antigéne d'0. volvulus mais également dans celui de nombreux autres
helminthes. Tous ces antigénes ont en commun la présence de substance C.
On pouvait donc imaginer que la solution d'anticorps monoclional soit

ou contienne une "C réactive protéine" ou CRP. Les résultats négatifs
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obtenus vis-d-vis d'un sérum anti-CRP, et vis-d-vis d'antigéne de

protozoaires et de champignons écartent cependant 1'hypothése d'une CRP.

Les réactions croisées observées en RIPEGA sont beaucoup moins
importantes. I1 semble donc que la ou les molécule(s) contenant le
déterminant antigénique commun ne se trouve(nt) pas, ou moins fréquemment,

en circulation dans les autres helminthiases.

Ce manque de spécificité n'a pas de conséquence néfaste impor-
tante, dans un test comme le RIPEGA s'il est trés 1imité en ce qui con-
cerne les antigénes circulants. Par contre, les réactions croisées avec

une filaire expérimentale comme Dipetalonema viteae peuvent étre trés

bénéfiques dans 1'@tude d'une maladie ol 1'antigéne est si difficile
a obtenir. Des expériences préliminaires ont ainsi pu étre réalisées
sur 1'haemagglutination par 1'anticorps monoclonal de globules rouges

sensibilisés avec de 1'antigéne de D. viteae.

V - MISE AU POINT DE TECHNIQUES DIRECTES POUR LA DETECTION DE COA

L'utilisation de techniques directes avec le positionnement
de 1'antigéne entre deux anticorps issus du méme clone cellulaire peut
étre envisagée grace & la répétitivité du déterminant reconnu. Les résul-
tats obtenus en SRIA-P sont encourageants puisque 1'on obtient 57 % de
cas positifé pouk une série de séfums onchocerquiens pris au hasakd.
Cette technique est moins sensible que le RIPEGA, d en juger par ce
pourcentage et par la dilution limite d'antigéne détectée. L'@laboration
d'une technique & double "sandwich", utilisant comme conjugué un sérum
anti-immunoglobuline de rats est en cours, elle devrait augmenter considéra-

blement la sensitivité du test. Cependant, pour que le conjugué ne
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reconnaisse pas 1'anticorps monoclonal de rat fixé au support, il est
nécessaire d'utiliser un fragment (Fab')2. En effet, les réactions
idiotypes anti-idiotypes é&tant basées sur la reconnaissance du fragment Fc
des immunoglobulines, T'utilisation de portions (Fab')2 éviterait des
bruits de fond trés importants dus d& 1a reconnaissance de 1'anticorps

fixé.

On peut également envisager la détection de CIC spécifiques
de 1'Onchocercose par une technique similaire. Elle consiste & fixer la
partie (Fab')2 de 1'anticorps monoc]bna1, a inchbér Te sérum de patient
comme dans la techniqueprécédemment décrite, et & révéler les complexes
immuns qui sont fixés par le biais d'un site antigénique libre avec un
sérum anti-IgM ou IgG humaine. Une telle technique ne peut cependant pas

détecter trés efficacement les CIC en excés d'anticorps.

Dans les deux cas d'expériences mentionnées, le conjugué peut
uti]isef des marqueu~s enzymatiques, comme en ELISA. De telles techniques
pourront alors étre standardisées et commercialisées, grdce & 1'utilisa-
tion d'anticorps monoclonaux et pourront &tre mises en application sur

le terrain grdce & 1'utilisation de marqueurs enzymatiques.

VI - CARACTERISTIQUES DE L'ANTIGENE CIRCULANT DETECTE

Les études biochimiques préliminaires réalisées ici apportent
qﬁe]ques;informations sur ‘ta nature de 1'antigéne circulant dans 1'Oncho-
cercose, sujetresté jusqu'alors inexploré. Cet antigéne est de nature essen-
tiellement polysaccharidique et demeure stable & la chaleur. On retrouve
ici les caractéristiques des antigénes circulants de la schistosomiase
(Carlier et al., 1975 ; Deelder et al., 1980). Les polysaccharides étant
en général peu immunogénes, cette caractéristique de 1'antigéne circulant

explique les difficultés d'obtention d'un hyperimmunsérum contre



143

1'antigéne circulant et par conséguent 1'avantage de 1'outil monoclonal.

Les résultats obtenus en filtration sur gel indiquent que le
déterminant antigénique reconnu par 1'anticorps monoclonal est présent
~ dans toutes les fractions d'un poids moléculaire supérieur & 60,000.
Ce déterminant antigénique semble donc hautement répétitif, ce qui
complique 1'étude biochimique de cet antigéne et de son rdle dans des

‘systémes de prolifération cellulaire in vitro.

La possession d'un anticorps monoclcnal contre 1'antigéne
circulant devrait permettre la purification de ce dernier par le biais
de techniques biochimiques plus fines. Cependant, le choix des techniques

utilisables restera limité par 1e manque d'antigéne et cela risque de cons-

tituer un frein important & la caractérisation biochimique de 1'ACO.




CONCLUSION


















































































