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Modulation de la formation du granulome bilharzien 

in vitro par un tri peptide provenant des immunogl obul i nes 

G.: Rd1 e du macrophage. 



Nous avons testé l ' e f f e t  de cer ta ins peptides appartenant au second 

domaine constant de l a  molécule dlIgG,sur l a  formation des granulomes 

i n  v i t r o  autour des oeufs de Schi stosoma mansoni par l e s  ce1 1 u l  es spléniques 

de souris infectées par l e  parasi te.  

Dans un premier temps, nous avons cherché l e s  condit ions de cu l tu re  

de schi s tosomes adultes of frant 1 e mei 1 1 eur rendement concernant 1 a ponte 

e t  l a  maturation des oeufs. Puis, nous avons mis en évidence des condit ions 

optimales de 1 a réponse granulomateuse i n  v i t r o .  Cette réac t ion  e s t  

maximale, après 8 semaines d ' in fec t ion ,  avec l e s  ce1 l u l e s  spléniques de 

souri  s CBA/J . 
Dans un deuxisme temps, nous avons étudié 1 ' e f f e t  de quelques peptides 

d' IgG su r  l a  formation des granulomes. Parmi ceux-ci , l e  tri pept i  de 

Thr-Lys-Pro (TKP) présente une a c t i  on i nhi  b i  tri ce s i  gni f i  c a t i  ve sur l e s  

granulomes. L '  i n h i  b i t i o n  a 1 i e u  aux premieres étapes du dével oppement de 

ce t te  r é a c t i  on e t  fa i  t i nterveni r uni  quement 1 es ce1 1 ul es adhérentes aux 

supports sol  ides. Ces derni ères sont essent iel  lement constituées de 

macrophages, dont d i  vers travaux antér ieurs on t  montré 1 ' i mportance pour 

l a  réponse granulomateuse. Nous avons aussi démontré que l e  TKP r é d u i t  l a  

m i  g r a t i  on des macrophages vis-à-vis de 1 ' an t i  gène soluble des oeufs de 

S. mansoni (SEA). Le TKP i n h i b e r a i t  donc l a  formation des granulomes par - 
l e  b i a i s  des macrophages. 

Ces résu l ta t s  doivent ê t re  v é r i f i é s  i n v ivo . Comme premi ère approche, 

nous avons i n fec té  l es  sour is par S. mansoni, pui s nous l e s  avons t r a i  tées 

par l e  TKP. Leurs ce l l u les  spléniques présentent une réponse granulomateuse 

rédui te  i n  v i t r o .  

Pour l e s  expériences i n  vivo, il est  préférable d ' u t i l i s e r  des 

analogues protégés du TKP pour é v i t e r  une éventuel le dégradation du produ i t  

testé. L'acétyl-TKP e t  l e  TKP-amide, qui ont l a  même a c t i v i t é  i n  v i t r o  que 

l e  TKP, sont donc à re ten i r .  



Chez les animaux infectés par Schitosoma mansoni , la 

formation des granulomes autour des oeufs du parasi t e ,  au niveau 

de divers organes (foie,  intestin),  constitue l 'aspect patholo- 

gique majeur de la  mal-adie. C'est une réaction immunitaire spéci- 

fique aux sécrétions antigéniques des oeufs e t  à médiation cellu- 

laire.  E l  l e  f a i t  intervenir des macrophages, des lymphocytes, des 

éosinophiles e t  des fibroblastes. Divers travaux tant in vivo 

q u '  i n  v i  tro,sur les mécanismes inducteurs des granulomes, montrent 

que 1 es macrophages sont des ce1 1 ul es importantes princi palement 

dans les premieres phases de leur formation : en effet,ce sont 

en général , les premières ce1 1 ul es venant au contact. des oeufs e t  

e l les  p o u r ~ d e n t  jouer un rOle primordial dans le  processus d'i nduc- 

ti on de 1 a coopération entre les d i  ffërents composants ce1 1 ul ai res 

du granulome. Les ce1 1 ul es phagocytai res associées aux granulomes 

synthétisent des substances sol ubl es (Monoki nes) stimulatrices 

des lymphocytes T e t  des f i  broblastes . El 1 es dégradent parti el 1 e- 

ment l 'antigène, parphagocytose, q u i  devient faci l ement reconnais- 

sable par les lymphocytes. 

AURIAULT e t  coll.  en 1983 o n t  montré que certains peptides 

appartenant au second domaine constant de la molécule dlIgG, en parti- 

cul i e r  l e  tri peptide Thr-Lys-Pro (TKP) , sont capabl es d '  i nh i  ber 1 es 

fonctions effectrices du macrophage. La migration ce1 lulaire e t  les 

processus impl iqués dans 1 a phagocytose (synthèse d'enzymes lysosorni al es) 

sont également i n h i  bés. 



A partir de ces différentes données, nous avons été 

amenés à étudier, dans l e  présent travail, 1 'effet  du TKP sur la 

formation des granulomes. 

Les tests ont été réalisés i n  vitro selon la  technique 

définie par ~ o u ' ~ h t y  e t  Phillips en 1982a. 

Nous avons pris comme modèle expérimental des souris 

infectées g a r  S. mansoni . 



CHAPITRE 1 

D O N N E E S  B I B L I O G R A P H I Q U E S  



i .,i, BILHARZIOSES 

1 1.1, GENERALITES 

La schistosomiase ou b i lharz iose  e s t  une maladie para- 

s i t a i r e  due à des vers (helminthes, distomiens). E l  l e  af fecte 

plus de 200 m i l  1 ions d'individus dans 1 e monde, sur tou t  en 

Afrique, Amérique du Sud e t  Asie (Mahmoud, 1977). Les a t te in tes  

hors des zones endémiques (Amérique du Nord ou Europe) se ren- 

contrent parmi l e s  tou r i s tes  e t  l e s  missionnaires. 

L ' i n f e c t i o n  de l 'homme se f a i t  par voie transcutanée 

au cours ck bains, des traversées de r i v i ë r e s  e t  marécages,ou 

à 1 ' occasion de travaux agr icoles ou de constructions nécessi - 
t a n t  un contact assez long avec 1 'eau. 

Les parasi tes v ivent  dans l e  système c i r c u l a t o i r e  de 

1 ' hôte e t  se nour r i  sçent essent iel  lement de globules rouges. 

Des travaux réa l  i sés t a n t  i n  v ivo (Zussman e t  col 1 . , 1970) qu ' 

i n  v i t r o  (Bogi tsh, 1981) on t  montré 1 ' i n t é r ê t  n u t r i  t-tf de l 'hémo- 

g1 obine pour 1 e parasi t e .  

Trois types de schistosomiases sont considérées came 

majeures S. haematobi um, S. mansoni S. japonicum. 



S. haematobi um S. mansoni S. japonicum 

E l  1 i psoTde, El1 ipsotde, Sphéroïde avec un 
Oeuf p e t i t  bourgeon éperon terminal  à éperon l a t é r a l  latéral 

Nol 1 usque 
hôte i n t e r -  Bu1 i nus 
médi a i r e  ( j iÜTzz)  

P l  anorbi s Onchomel ania 
-(jai%q ( prosobranche) 

Hotes Homme 
d é f i n i t i f s  (sur tout )  

Homme, animaux 
Homme domesti qu'es, 

e t  rongeurs (rongeurs ) 

Zone du Système Régi on Système 
corps a t t e i n t e  urogéni ta1 i n t e s t i n a l  e a r t é r i  O-vei neux 

D i s t r i b u t i o n  A f r i q u e e t  Afr ique e t  Chine, Japon 

géographique Moyen-Orient Amérique e t  'Asie i n t e r - t r o p i c a l  es du Sudiouest 

Parmi les  3 espèces, S. mansoni se prête 1 e mieux aux 

expérimentations du f a i t  que c ' e s t  un paras i te  f a c i  l e  à f a i r e  évoluer 

chez l e s  rongeurs. 

1. l t  2. CYCLE EVOLUTIF 

Les 3 espèces de schistosomes présentent des cycles d'évo- 

1 u t i o n  identiques ; seule 1 'espèce mol 1 usque, hôte intermédiaire, 

change pour l es  3 espèces de schistosomes. 

L! LLL 



Le cycle peut être résume comme s u i t  : Après féconda- 

t i o n ,  les femelles pondent leurs oeufs dans les capillaires san- 

guins. Plusieurs d'entre eux passent dans la  lumière de 1 'organe 

creux (vessie ou intestin) e t  seront éliminés par les  urines 

(S. haematobium) ou 1 es selles (S. mansoni e t  S.  japonicum) . Dans 

1 ' eau, 1 orsque les condi ti ons favorabl es de température, de pH 

e t  de concentratiorts sa1 ine e t  de matière organique se trouvent 

réunies , 1 'oeuf éclot  e t  donne naissance à une larve ci l iée  : 

l e  miracidi um. Xe1 u i  -ci va nager vers son hate intermédiaire e t  

1 ' infecter. L'infection du mollusque est  maximale à 2 5 O C  

(Anderson e t  coll., 1982). A la température optimale de 30°C, l e  

parasite passe par plusieurs formes larvaires (sporocyste Iaire 

e t  IIaire) pour se transformer en cercai re. 

11 existe une  mu1 tiplication considérable au niveau de 

chacun des stades 1 arvai res . C'est ainsi que plusieurs m i  11 i ers 

de cercaires naissent à partir de chaque mol 1 usque infecté. 

Après 20 à 25 jours, les cercaires sont libérées, vont 

nager à 1 ' aide de 1 eur appendice caudal vers leur hôte défi n i  t i  f 

par chimiotactisme e t  v o n t  1 ' infecter par passage transcutané. 

Au cours de la pénétration , 1 es 1 arves perdent leur appendice 

caudal e t  vont devenir des schi stosomul es qui seront entraînés 

dans la circulation sanguine e t  lymphatique. En 1 'espace de 3 
/ 

à 6 jours, les schistosomules arrivent au niveau des poumons 9 

puis gagnent 1 e coeur par les veines pulmonaires. Les parasi tes 

vont gagner le  foie par l ' a r tè re  hépatique. C'est dans 1esplexi;s 

veineux hépatiques e t  mésentériques que se termine l a  maturation 

des vers. Selon les espèces de schistosomes, chaque femelle 

p r o d u i t  300 à 3500 oeufs par jour (Moore e t  Sandground, 1956),  

pendant une durée al lant de 5 à 10 ans. 



Seul un nombre très rédui t de 1 arves ( m i  raci d i  a ,  cercai res)  , 

réussissent à boucler l e  cycle. La pérénité d e  l 'espèce es t  assurée 

par un tri pl e mécani sme compensatoire : 

- longéviti3 des vers adultes ; 

- fécondi t ë  des femelles ; 

- multiplication considérable des parasites chez 1 ' h d t e  intermédiaire. 

1,1,3, PONTE ET MATURATION DES ONFS 

Chez Tes animaux infectes par S. mansoni Ta ponte comnence 

vers 1 e 30eme jour de 1 ' infection. Les oeufs sont pondus à leur 

stade immature. üne période de 6 jours e s t  nécessaire pour que 

1 ' embryorr s e  dével oppe en m i  raci di um. 

Se1.on 1 eur aspect évol u t i  f e t  morpho1 ogi que, 1 es  61 éments 

d e  l a  ponte sont classés comme suit : 

a)  Les oeufs non fe r t i l e s ,  d e  pe t i te  ta i  11 e ,  général ment  déformés 

e t  n'aboutissant pas Zi l a  maturation ; 

b)  Les oeufs viables peuvent ê t r e  matures ou immatures. Le processus 

de maturation a é t é  decoupé en 5 stades (Vogel , ci t é  par 

Pel legrino e t  col 1 . , 1962). Les oeufs montrant un embryon en 

évol ution sont appelés immatures e t  correspondent aux 4 premiers 

stades. - 
6 

Au stade 1, 1 'embryon e s t  pet i t  e t  occupe envi ron 1 e t i e r s  

du diamètre transversal de 1 ' oeuf ( PL.A1) . Au stade 2 ,  1 ' embryon , 

dépasse 1 égerement 1 a moitié de ce diamètre. Au stade 3, 1 ' embryon 

correspond à environ 1 es deux ti ers du diamètre 1 ongi tudi  na1 . 
Au stade 4, 1 ' embryon occupe pratiquement 1 a total i té  de 1 ' oeuf. 



PLANCHE A : Les deux stades extrBmes de la maturation des oeufs 
/**,. 

l c  t s'.., de S. mansoni . 

1 - Un oeuf imature (stade 1) montrant un embryon en développement 

(flèche) Gr : 20 x 12,s. 

2 - Deux oeufs complètement matures (stade 5 )  présentant des mi racidia 

(fieches). Gr : 32 x 12,5. 





Au terme de leur maturation (stade 5 ) ,  les miracidia sont compléternent 

développés (PL.AZ) . Les contractions du miraci d i  um ainsi que les 

mouvements de ses ci 1 s constituent des signes de v i  abi 1 i t e  de 1 'oeuf. 

c) Les oeufs morts. La mort de 1 ' embryon peut survenir à tous 1 es 

stades de son développement. Les oeufs deviennent sombres, semi - 
transparents ou granuleux e t  1 'embryon devenu immobile se rétracte 

à 1 ' intérieur de la coque. 

1.1-4. OUELOUES ASPECTS CLINIOUES ET PATHOLOGIOUES 

Au débu t  de la maladie, la pénétration transcutanée des 

cercai res provoque occasionnel 1 ement une dermati t e  chez 1 es i ndi v i  - 
dus infectés. 

Plus tard, les parasi tes (Olveda e t  col1 . , 1981) ainsi que 

leurs oeufs disséminés dans divers organes (foie, intestins e t  

tractus urinaire), induisent par leurs sécrétions des lésions 

inflammatoires au niveau des s i tes  affectés. 

La formation- de granulomes autour des oeufs, obture l e  

système porte (Joky e t  col 1 . , 1977) e t  le  foie se trouve al ors 

mal irrigué. 11 en résul te une hypertension portale, conséquence 

des hépato e t  spl éno-mégal ies . Le foie est 1 'organe 1 e p l  us 

atteint par 1 es structures granul omateuses (Weinstock e t  Boros, 

1981) . 



1.2 .. GRANULOMES 

Etant donné 1 'aspect pathotogique majeur de l a  schistoso- 

m i  ase (Warren, 1982), 1 a formation de granul omes autour des oeufs 

de schistosomes a é té  largement étudiée, tant in vivo qu'in vitro. 

1.2.1. ETUDE DES GRANULOMES I N  VIVO 

L'infection des animaux par S. mansoni est  caractérisée 

par une première phase d i  t e  aiguë, correspondant à 1 ' i nd i  v i  dua- 

1 isation complète des granul omes e t  une deuxième phase chronique 

au cours de laquelle la structure granulomateuse se désagrège. 

1.2.1.1. Formation des granu 1 omes 

Ces formations sont l e  résultat  d'une interaction entre 

différents types de ce1 1 u l  es immunocompéten tes e t  1 es oeufs de 

schistosomes (Warren e t  col 1 . , 1967) . Le m i  raci d i  um (embryon 

développé dans 1 'oeuf) sécrëte des substances antigéniques (Von 

'Lichtenberg e t  Raslavicius, 1967) dont p l  usieurs possèdent des 

priopriétés enzymatiques (Kloetzel , 1968). C l  est  à travers des 

pores ultramicroscopiques que les produits de sécrétion quittent 

1 ' oeuf (Stenger e t  col 1 . , 1967 ; Race e t  col 1 . , 1969). I l  en 

résulte un afflux ce1 1 ulaire vers le  1 ieu de production de 1 'anti - 
gène soluble (SEA). Ceci es t  l e  point de départ de i a  formation 

des granul  omes. 



1.2.1.1.1. Spéc i f i c i t é  antigénique 

Les oeufs matures de S. mansoni in jec tés  par voie i n t r a -  

veineuse au niveau des poumons de souris,  sont seuls capables 

d '  i ndu i re  une réponse granulomateuse importante en comparai son 

avec l es  oeufs d i  Ascaris , les  b i  l l e s  plast iques (Von Lichtenberg, 

1962) ou l e s  oeufs de schistosomes immatures (Hang e t  c o l l  . , 1974). 

Ces auteurs mettent en év i  dence l ' importance de 1 ' a c t i  v i  t é  

sécré t r i ce  des oeufs dans l a  formation de granulomes. En e f f e t ,  

Boros e t  co l  1 . en 1970 ont obtenu des st ructures granul omateuses 

comparables à ce l l es  des oeufs, avec des b i l l e s  de bentoni te 

préalablement t r a i t é e s  par l e  SEA. 

Brown e t  co l  l . en 1977, ont  démontré que l e  p rodu i t  de 

sécrét ion des oeufs de S. mansoni (SEA) cont ien t  au moins 3 

antigènes capabl es d' i ndui r e  une réponse ce1 1 u l  a i  r e  d ' hypersensi - 
b i l i t é  retardée. Auparavant, Pel ley e t  c o l l .  en 1976,en u t i l i s a n t  

des techniques rad i  oimmunol ogiques e t  de double d i  f f us ion  

d '  Ouchterl ony, on t  détecté 3 f rac t ions  antigéniques majeures dans 

l e  SEA, sérologiquement act ives vis-à-vis des sérums de souris 

infectées par S. mansoni (MSA1, MSA2 e t  MSA3). La f r a c t i o n  MSA2, 

non retenue par l a  ConA-Sépharose, s e r a i t  protéique e t  l es  

f rac t ions  MSAl e t  MSA3, retenues par l a ConA-Sépharose, serai  ent 

des glycoprotéines. 

Boros e t  c o l l .  en 1977, se basant sur des techniques de 

fractionnement du SEA par électrophorèse, i soé lec t ro foca l i sa t ion  e t  

chromatographie ont  montré que les  f rac t ions  capables d '  indu i re  

une réponse granulamateuse sont chargées négati vemen t e t  sont 

de nature glycoprotéique. 



1.2.1.1.2. Type de réaction cellulaire 

Oberlin e t  Weiss en 1977 o n t  constaté chez les hamsters 

b i  1 harziens, que l e  maximum de développement des granulomes au 

niveau du foie se f a i t  vers la 6ème semaine d'infection. La 

synthèse accrue des anticorps (anti-SEA) n'apparai t que plus tard 

(10ème semaine). La formation des granulomes autour des oeufs 

de schi stosomes es t  donc une réaction ce1 1 ul aire indépendante 

des anticorps. 

Ce1 -- 1 ul es i mgl3:eg~ 

Le traitement de souris par un sérum hétérologue anti - 
1 ymphocytai re i nhi  be 1 a réponse granul omateuse suscitée par 1 a 

présence des oeufs dans leurs poumons (Domingo e t  Warren, 1968). 

Auparavant, en 1967 ces mêmes auteurs ont montré que la thymectomie 

néonatal e réduit considérablement 1 a ta i  11 e des granul omes dus 

aux oeufs injectés dans les poumons de souris. Cette opération 

n ' affecte pas la synthèse d ' anticorps. 

On en conclut donc que les lymphocytes T sont impliqués 

dans la formation des granulomes. 

En effet ,  les lymphocytes T activés élaborent des molécules 

b i  01 ogiquement actives (lymphokines) q u i  peuvent induire 1 a m i  gra- 

tion des éosinophiles (James e t  Colley, 1975) e t  des ce1 lules 

phagocytaires. Les macrophages isolés de granul omes formés par 

des oeufs de S. mansoni expriment l e  phénotype de surface Ia 

(Stadecker e t  coll . ,  1982) e t  sont capables de présenter 1 'antigène 

à des lymphocytes T (Yamashi ta e t  col 1 . , 1977 ; Robinson e t  col 1 . , 
1983) . 

Les macrophages associés aux granulomes élaborent un  

facteur (Fi bronectine-1 i ke) chimio tactique - pour les f i  brobl astes 



(Wyler e t  Postlethwaite,l983). Wyler e t  Rosenwasser en 1982 avaient 

identifié une substance, synthétisée au niveau du granulome, 

similaire à 1 'interleukine 1 ( ILI )  q u i  es t  une monokine don t  on 

connait la capacité de stimuler la prolifération des fibroblastes 

e t  des lymphocytes T (Oppenheim e t  col 1 . , 1976 ; Gilman e t  col 1 . , 1983). 

Les fibroblastes sont 1 es product eurs du col 1 agène qu i  

confère au granulome une structure compacte (Van Marck e t  col 1 . , 
1980). 

Séguence -- *--------------- ce1 1 u t  a i re  

Moore e t  coll. en 1976, en isolant e t  dissociant les gra- 

nulomes de S. mansoni par la pronase e t  la col lagénase, on t  cons- 

taté  que les macrophages, 1 es lymphocytes e t  1 es éosinophi les sont 

les cellules les plus représentées autour des oeufs. Les premières 

ce1 1 ules apparaissant autour de 1 'oeuf sont les macrophages e t  

les lymphocytes. 

En 1962, Von Lichtenberg a suivi la progression de la 

réaction granul omateuse chez des souri s saines pendant 256 jours 

succédant à l'injection des oeufs (S. mansoni) au niveau de leurs 

poumons. Au ler jour ,  i l  n'observe pas de réaction. Vers l e  

4ème jour,  les macrophages e t  des lymphocytes viennent adhérer 

à 1 'oeuf. A partir du 8ème jour, 1 a réaction ce1 1 ul aire s '  ampl i f i  e 

en faisant intervenir des ce1 1 ules épithél ioldes , des éosi nophi 1 es 

e t  occasionnel lement des ce1 1 u l  es mu1 ti  nucl éai res géantes. La 

réaction granulomateuse atteint son maximum de dével oppemnt au 

16ème jour e t  diminue d'importance par la sui te .  



1.2.1.1.3. Forme d'hypersensibilité retardée 

Nous avons vu précédemment que la  formation de granulomes 

autour des oeufs de S. mansoni est  une réaction inflammatoire : 

- spécifique de l 'antigène (SEA) ; 

- à médiation ce1 lulaire  indépendante de 1 'anticorps ; 

- dont  le  maximum d e  développement survient après une durée 

supérieure à 12 heures. 

D'autre part, l e  transfert de sensibi l i t é  des souris 

infectées (8ème semaine) aux souris saines traitées par les 

oeufs, e s t  réalisable par les  cellules issues de la rate ou des 

gang1 ions lympfiatiques,et non par les sérums (Warren e t  col 1 ., 
1967). 

La réaction granulomateuse est  donc une forme d'hypersen- 

s i b i l i t é  retardée. 

1.2.1.2. Régulation de la réponse granul omateuse 

Au cours de 1 'infection des animaux par les schi stosomes , 

nous assistons à une modulation spontanée de la  formation des 

granulomes qu i  survient lors de la phase chronique de la mal adi e 

(Boros e t  coll. ,  1975). Des travaux re la t i f s  à la régulation de 

1 a réponse granul omateuse o n t  montré q u  'el 1 e es t  gouvernée essen- 

t i e l  lement par une activité suppressive des lymphocytes T (Col ley , 

1976 ; Chensue e t  col l . ,  1980 ; Colley, 1981) e t  aussi par la 

synthèse d'anticorps (Pel 1 ey e t  Warren, 1978). 



1.2.1.2.1. Etude cellulaire 

Le transfert passif de cellules de la  rate ou du thymus 

de souris infectées par S. mansoni depuis 20 semaines à des 

animaux syngéni ques à leur 8ème semai ne d ' infection, provoque 

une diminutioq importante de la t a i l l e  des granulomes chez les 

individus receveurs (Chensue e t  Boros, 1979). 11 s ' e s t  avéré 

d '  après ces mêmes auteurs, que 1 e transfert de 1 ' imrnunornodulati on 

e s t  spécifique à 1 'antigène soluble des oeufs de S. mansoni . 
C '  e s t  1 a fracti  on protéique d e  1 ' antigène (non retenue par 1 a 

ConA-Sépharose) q u i  induit cette activité ce1 1 ul a i re  immunomodu- 

la t r ice  (Rocklin e t  coll . ,  1981). 

Le traitement préalable des cellules transférées par un 

anticorps dirigg contre les lymphocytes T en présence du complé- 

ment inverse 1 ' imnunomodul a t ion  (Weinstock e t  Boros , 1981). 

D'autre part, l 'u t i l i sa t ion  des lymphocytes T et B lors des 

expériences de transfert ,  prouve que seuls les lymphocytes T 

exercent un effet  modulateur sur les granulomes (Chensue e t  Boros, 

1979). 

Des analyses pl us détai 1 lées du phénomène attribuent 

l ' ac t iv i té  immunomodulatrice des lymphocytes T suppresseurs (TS) 

à la production de molécules solubles (El Naggar e t  Colley, 1982), 

capables d '  inhiber 1 a synthèse de lymphokines (macrophage-inbibi t i n g  

factor, MIF) d o n t  on a montré l e  rôle activateur de l a  formation 

des granul ornes (Chensue et col 1 . , 1983). 

Les lymphocytes T dotés de capacités immunorégulatrices 

(TS) expriment l e  phénotype de surface 1a' (Chensue e t  Boros, 1979), 
+ 

IJ (Green e t  Colley, 1981). I l s  sont sensibles à la cyclophosphamide 

(Col ley e t  col 1 . , 1979) considérée comme un inhibiteur des lymphocytes 

T suppresseurs. 



1.2.1.2.2. Etude humorale 

Les granulomes formés autour des oeufs de S. mansoni au 

niveau du  foie. de souris, i so lés  à d i f f é r e n t s  moments de l e u r  

i n f e c t i ~ n ~ p u i s  cu l t i vés  i n  v i t r o  ,produisent des immunoglobulines 9 

en p a r t i c u i  i e r  œllesappartenant à l a  classe des IgG (Boros e t  co l  1 ., 
1982). La production maximale des IgG se s i  tue vers l a  20ème semai ne 

d' in fec t ion .  E l  l es  semblent donc ê t r e  impl iquées dans 1 a modul a t i  on 

de 1 a réponse granul omateuse par compl e x a t i  on des antigènes de 1 ' oeuf. 

Chez S. japonicum, Old e t  col  1 . en 1982 ont  réussi  à 

redui r e  1 a réponse granul omateuse chez des souri s i nfectées depuis 

8 semaines en l e u r  i n j e c t a n t  par voie intraveineuse des sérums 

de souris syngéniques qui ont  a t t e i n t  1 e stade chronique de l a  

maladie. L ' e f f e t  modulateur observé e s t  dû à l a  présence de l a  

molécule d '  IgGl dans l e  sérum sans qu'une exp l i ca t ion  de l e u r  

a c t i v i t é  s o i t  apportée avec préc i  sion. Néanmoins, 1 a complexation 

des antigènes par l e s  anticorps au voisinage des oeufs (Von 

Lichtenberg e t  co l l . ,  1966) pou r ra i t  ê t r e  une exp l i ca t ion  de ce 

phénomène immunomodul ateur . 

ETUDE DES GRANULOMES 

L'étude de l a  réact ion granulomateuse i n  v i t r o  permet 

d'étendre l e s  connai ssances acqui ses i n  v ivo sur- l e s  processus 

d ' induct ion e t  d i  modulation des granulomes (Phi1 1 ips  e t  co l  1 ., 



1.2.2.1. Formation des granulomes in vitro 

La formation de granulomes i n  vitro a été définie par 

Doughty e t  Phillips en 1982a. Les cellules spléniques de souris 

infectées par S. mansoni sont mises en présence d'oeufs pondus 

par 1 es vers adul tes dans le  m i  1 i eu de cul ture. On peut quantifier 

1 a réaction granul ornateuse par l e  cal cul de .l ' indice granul ornétrique 

(ZG), tenant compte de 1 ' intensité de la réaction des ce1 lules 

vis-à-vis des oeufs. L i  évolution de 1 ' IG au cwrs de 1 ' infection 

e s t  en corrélation é t ro i te  avec 1 e développement des granulomes 

au niveau du foie. 

Bently e t  col1 . en 1982 décrivent l a  séquence ce11 ulaire 

au cours de l a  formation des granulomes i n  v i t r o .  Les premières 

cellules venant adhérer aux oeufs sont des macrophages q u i  seraient 

suivis par les  lymphocytes. Ensui t e  la réaction ce1 1 ul a i re  s 'ampl if  ie 

en fai'sant intervenir en pl us des neutrophi 1 es, des éosi nophi les  

e t  des fibroblastes. 

1.2.2.2. Modulation de la réaction granulomateuse i n  vitro 

Le mélange, dans les cultures de ce1 1 ules spléniques de 

souris syngéniques, en phase chronique (50 %) e t  phase aiguë 

(50 %) de 1 a maladie , réduit 1 ' IG comparativement aux cultures 

ut i l  isant uniquement des ce1 1 ul es spl éniques des animaux en 

phase aiguë. 11 est donc possible de transférer l a  modulation 

des granulomes in vitro par les cellules de la  rate prélevées 

pl us t a r d  au cours de 1 ' infection. Par sélection négative des 



différentes populations de lymphocytes T, en utilisant des anticorps 

spécifiques e t  du complément, Doughty e t  Phillips en 1982b o n t  montré 

que l e  processus de modulation de la  réaction granulomateuse in v i t r o  

f a i t  intervenir deux sous-populations de lymphocytes T suppresseurs : 

- une première exprimant le phénotype de surface ~ ~ t - 1 - 2 '  agissant 

directement ; 

- une deuxième ~ ~ t - 1 + 2 - ,  ~a-1' exerçant son activité en retour. 



1-3. LE MACROPHAGE 

L ' i mportance des macrophages dans 1 a réponse i muni t a i  re 

iî médiation cellulaire a surtout é t é  démontrée i n  vitro (Pierce, 

1969). 

In vivo, 1 es ce1 1 ul es de type macrophagique sont généra- 

l ement associées aux processus inflammatoires (type granul orne) en 

réponse à des invasions étrangères à 1 ' organi sme. Il s sont indi spen- 

sables au développement de la réaction granulomateuse (Boros e t  

Irtarren, 1971) . 
Vue 1 ' importance des macrophages pour la réaction imnu- 

n i  t a i r e  q u i  f a i t  1 ' objet de notre étude (granul orne), nous al 1 ons 

rappeler quel ques caractéristiques morpho1 agi ques e t  fonctionnel 1 es  

de cette ce1 lule. 

1.3.1. ORIGINE 

Les ce1 1 ul es macrophagi ques impl iquées dans 1 a réponse 

immunitaire appartiennent à la  1 ignée monocytaire d'origine 

médul la i re  (Van Furth, 1982). Selon ce t  auteur, les ce1 1 ul es souches, 

dans la moëlle osseuse, se transforment en monoblastes e t  promo- 

nocytes ; ceux-ci se divisent e t  donnent naissance à des monocytes. 

Le circuit  sanguin transporte les monocytes q u i  vont migrer vers 

les divers t issus e t  cavités du corps. Dans les tissus i l s  se diffé- 

rencient en macrophages, q u i  sont 1 es ce1 1 ules fonctionnel 1 es de 

la  lignée : 



- Hist iocytes du t i s s u  con jonc t i f  .; 

- Macrophages a lvéola i res des poumons ; 

- Macrophages des séreuses ; 

- Macrophages f i xes  e t  mobi 1 es, spléniques e t  gang1 i onnaires ; 

- Macrophages de l a  moël l e  osseuse. 

La maintenance de l a  population macrophagique dépend sur tou t  

du f l u x  monocytaire et, en fa ib les proportions, de 1 a production 

locale.  

1.3.2. CARACTERISTIQUES 

1.3.2.1. Morphologie 

Les macrophages présentent un gros noyau réniforme ( rappor t  

nucl éocytopl asmique < 1 )  Il s développent d '  importants pro1 ongements 

cytoplasmiques (vaile hyaloplasmique). Le cytoplasme e s t  r i che  en 

mitochondries, ribosomes e t  lysosomes (vacuoles d'endocytose) 

contenant des enzymes l y t i ques  ( hydrol ases acides, protéases, péro- 

xidases e t  cata l  ases). 

La présence de microfi laments e t  de microtubules près 

de l a  membrane, f a c i l i t e  l a  m o b i l i t é  des ce l l u les  e t  aussi l a  

captat ion des p a r t i  cul es étrangères. 



1.3.2 .2 .  L'adhérence e t  l a  migration 

Les macrophages ont l a  propriété de se fixer aux supports 

sol ides. I l s  sont dotés de grandes capacités de déplacement. 

L'adhérence e t  l a  migration sont deux propriétés associées en ce 

sens qu'el les sont 1 e résultat du phénomène d'étalement des macro- 

phages. La mobilité des macrophages es t  en re1ati.on avec l a  forme 

en voile du hyaloplasme e t  aussi avec l a  présence de microfilaments 

e t  de microtubules. 

1.3.2 .3 .  La phagocytose 

La fonction de phagocytose e s t  indispensable au rôle 

immunologique des macrophages. La membrane du macrophage possède 

des s i t e s  récepteurs intervenant dans 1 'induction de ses activités 

métaboliques : 

- si  tes récepteurs du composant C3b du complément ; 

- si tes  récepteurs du fragment Fc des immunoglobul ines (IgG1 et 3 ,  

e t  IgE) ; 

- si tes récepteurs des lym~hokines (MIF, MAF) ; 

- si tes récepteurs pour les  produits des gènes de l a  région 1 

La phagocytose est  précédée par une fixation membranai re 

à un ou plusieurs de ces s i  tes.  La partie de l a  membrane en contact 

avec la particule s ' invagine en une vésicule endocytaire q u i  

s 'uni t  à u n  lysosome. La destruction de la  particule se f a i t  sous 

l 'action des enzymes e t  la vacuole s'ouvre à la membrane pour 

déverser son contenu. 



1.3 -3. LES MACROPHAGES, CELLULES EFFECTRICES 

Les fonct ions de phagocytose e t  de c y t o t o x i c i t é  développées 

par l es  macrophages l e u r  permettent de contr ibuer  pour une bonne 

p a r t  à 1 'immunité naturel  le .  

Les macrophages ont spontanément l a  capacité de d é t r u i r e  

un c e r t a i n  nombre de microorganismes, essentiellement bactériens 

ou fongiques. Cependant, dans l a  p lupar t  des cas f a i s a n t  i n t e r v e n i r  

des agents in fec t ieux  ou pathogènes (parasi tes  endocel 1  u l  a i  res , 

etc.. . ) , 1 ' e f f i c a c i t é  du macrophage nécessi t e  son ac t iva t ion .  

Cel le-c i  se f a i t  par l e  b i a i s  des récepteurs de surface, en réponse 

aux sécrétions des lymphocytes (lymphokines) (F id le r  e t  col 1  ., - - 

1976) ou aux ant icorps (Capron A. e t  co l l . ,  1975 ; Dessaint e t  

Capron A. , 1980) . 
Les macrophages péritonéaux de sour is  sai nes, incubés en 

présence des produi ts  de sécrét ion des lymphocytes s t imulés.  par 

1 a ConA (macrophage-activating factor,  MAF) , deviennent cytotoxiques 

pour 1 es schi stosomul es (Bout e t  col  1  ., 1981). 

Les macrophages peuvent dé t ru i re  certaines c i  b l  es (para- 

s i t e s  entre autres) en présence d'ant icorps an t i  -ce1 1 u l  es-ci b les ; 

c '  es t  l e  système de cy to tox i  c i  t é  dépendante de 1 ' ant icorps (ADCC) . 
La destruct ion des ce1 I u l e s  c i b l e s  est  réa l  isée par contact 

d i r e c t  avec ce l les -c i  ou par l a  l i b é r a t i o n  de substances cyto ly-  

t iques. Le mécanisme ADCC f a i t  i n t e r v e n i r  des ant icorps appartenant 

à l a  classe IgG qui se f i x e n t  sur  l a  c i b l e  (opsonisants) ou 

bien à l a  classe IgE qui  s  'accrochent sur l a  c e l l u l e  e f f e c t r i c e  

(cytophi l es ) .  



En e f f e t ,  les travaux de Capron e t  col l .  (1977) e t  

Joseph e t  coll.  (1978) o n t  montré que  les macrophages péritonéaux 

de ra t s  ou du babouin e t  les  monocytes humains ou du babouin, 

' incubés avec du sérum d'  individus infestés par S. mansoni ,deviennent 

cytotoxiques pour 1 a larve du parasi t e  (schistosomul e) . 
L'activation du macrophage par 1 ' I g E  se produit dans 

di autres sl tuations pathologiques que  1 es parasitoses : i 1 a é t é  

démontré (Joseph e t  Tonne1 . 1980) que les  macrophages alvéolaires 

humains réagissent rapidement à 1 a présence de 1 ' al 1 ergène spéci - 
fique des IgE qu',ils portent a leur surface, en sécrétant des 

médiateurs chimiques dont  certains jouent un rble dans 1 a modul ation 

des processus a l  1 ergiques . 
Dans 1 a schistosomiase, un deuxi &ne mécanisme cl assique 

diADCC a été décr i t  avec des macrophages e t  des IgG capables de 

se f ixer  sur l e  parasite e t  d'entrainer sa destruction par les  

macrophages (Perez e t  Smi thers, 197 7) . 

1.3 -4. EFFET DU TRIPEPTIDE THR-LYS-PRO SUR LES DIFFERENTES FONCTIONS DU 

MACROPHAGE 

Les IgG se fixent à la surface du schistosomule par leur fragment 

Fc, au niveau d ' u n  récepteur spécifique mis en évidence par la technique de 

rosette (Torpier e t  col1 ., 1979). Auriaul t e t  coll . (1981a) o n t  pu mettre 

en évidence qu'après leur fixation, les IgG sont clivées par des protéases 

sécrétées par les schistosomules. Ce clivage a pour conséquence de 

libérer des peptides d' IgG dans le milieu de culture t o u t  en mainte- 

n a n t  en place l e  fragment Fc de l'anticorps sur la membrane du  schis- 

tosomule. Deux des enzymes responsables du clivage o n t  é té  identifiées 

comme étant une métal 1 oami nopeptidase e t  une protéase du groupe séri ne. 



La conséquence biologique de ce mécanisme tient au f a i t  que les peptides 

d'  IgG ainsi formés exercent une activité modul a t r i  ce de d i  verses fonctions 

effectrices e t  métabol iques du macrophage. En effet ,  1 ' incubation des 

. niacrophages en présence des peptides provenant de l ' hydrolyse de 1 ' IgG 

par les enzymes parasitaires, inhibe les fonctions effectrices dépendant 

de 1 ' IgE des macrophages vis-à-vis des schi stosomul es. Il semble que 

pl us généralement 1 es fonctions phagocytai res. des macrophages soient i n h i  - 
bées par les peptides d l  IgG, notamment la 1 i bération d'enzymes lysosomi ales 

( p-gl ucuronidase) , 1 ' incorporati on de 1 a gl ucosami ne e t  1 a phagocytose 

des billes d e  latex (Auriaul t e t  col1 . , 1980 ; Auriaul t e t  col 1 ., 1981b). 

La région CH2 (ou second domaine constant) de la  molécule d '  IgG 

est  une cible élective pour 1 'hydrolyse protéasique. Elle permet aussi l a  

fixation du premier composant du compl ément ( C l q )  . Ces arguments, parmi 

beaucoup d '  autres, o n t  permis de penser que les peptides 1 i bérés dans 1 'en- 

vironnement du schistosomule proviennent de la région CH2 de 1 ' igG (voir 

schéma ci-dessous). 

Fixation de 1 'antigène 

Fixation de 1 ' anticorps sur l e  récepteur ce1 1 u l  ai re 

An ti corps 1 gG 



En effet ,  sur cette base, Auriaul t e t  coll.  (1983) o n t  identifié e t  

synthétisé certains peptides d o n t  l e  tripeptide Thr-Lys-Pro (TKP) capable 

à lui seul de reproduire l ' e f f e t  inhibiteur obtenu par l'hydrolysat total 

de 1 ' IgG. Effectivement, 1 a 1 i bération de p-glucuronidase ou d'anion 

superoxyde par les macrophages stimulés par l e  système IgE-anti-IgE 

ainsi que la migration de ces ce1 1 ules,sont inhi bées après traitement 

des macrophages par le  TKP (Auri au1 t e t  col 1 . , 1983). De pl us, i 1 semble 

que les macrophages incubés avec le MAF (macrophage-acti vati n g  factor) ou 

1 ' IgE-anti-IgE,sont maintenus en é ta t  d'inactivation en présence du TKP. 

D'autre part, i l  a été récemment démontré que ce tripeptide inhibe l a  

synthèse de l'Interleukine 1 ( I l l )  par les macrophages (communication 

personnelle). Compte-tenu du f a i t  que les macrophages jouent un rôle 

inducteur dans l a  formation des granulomes, notamment par la synthèse 

de monokines (ILI), le  TKP constitue donc un bon candidat pour l'étude 

de la modulation des granulomes qui f a i t  1 'objet de notre travail. 



CHAPITRE 2 



BILHARZIOSE EXPERIMENTALE A S X l S T O S O M A  MANSOI4L CHEZ LA SOURIS 

2.1.1. Souches de souri s u t i  1 i sées 

Les expérimentations ont été  faites sur des souris milles, 

pesant entre 20 e t  24 g,  ilgées de 7 à 8 semaines. 

Deux souches de souris syngéniques ont été utilisées, CS7 BI /6 

e t  CBA/J (BOM.,, Danemark). Pour éviter les perturbations phy- 

siologiques que subissent les animaux après l e  voyage, les  souris 

sont gardées au laboratoire une à deux semaines avant leur u t i l i -  

sati  on. 

2.1.2. Maintien du cycle parasitaire au laboratoire 

La souche de Schistosoma mansoni u t i  1 i sée au 1 aboratoire est  

d'origine poctoricai ne. 

Le mol 1 usque, hôte intermédiaire, u t i  1 i se es t  Biomphal ari a 

gl abrata, variété al binos. L'  hôte défi n i  t i f  e s t  1 e hamster doré, 

Mesocricetus auratus. Les oeufs sont extraits du foie ou par 

grattage des intestins grêles, des hamsters à leur 40ème jour 

d '  infection. Mis sur une plaque chauffante (30°C) , exposés à 1 a 

lumière, les oeufs éclosent en 15 à 30 minutes e t  libèrent des 

m i  raci dia. 

Chaque mol 1 usque est  infesté par environ 10 miracidia. Après 

l,a maturation des sporocytes I I  (vers Zième jour), les mol 1 usques 

sont exposés à la 1 umière, à une température de 30°C pour 1 'obtention 



des furco-cercai res . Chaque hamster e s t  infesté par  bai  gnade dans 

1 ' eau désioni sée contenant envi ron 900 furco-cercai res  . 
Les furco-cercaires après pénétrat ion transcutanée se transforment 

en schistosomules qui a t te ignent  l e  stade adulte en 35 à 40 jours.  

La ponte= débute a lo rs  ; les  oeufs se logent dans l e  f o i e  e t  l e s  

i n t e s t i n s  du hamster in fecté.  

2.1.3. I n fes ta t i on  des souris 

Nous u t i  1 i sons 1 a méthode décr i  t e  par  Smi thers e t  Terry en 1965. 

Chaque souris, rasée préal ablement au n i  veau de 1 'abdomen, e s t  anes- 

thésiée par i n j e c t i o n  i n t r a p é r i  tonéal e d'une so lu t ion  de pentobarbi ta1 

sodique (55 p g  x g-' de poids). Un cy l  indre  métal 1 i q u e  dlun centimèire 

de diamëtre e s t  appl iqué sur 1 ' abdomen. Le cyl  indre tenu i m b i  l e  

par une bande adhésive, r e ç o i t  0,2 m l  (environ 30 furco-cercaires) 

d' une sol  u t i o n  aqueuse de furco-cercai res, fraichernent préparée 

e t  numérée auparavant. 

La pénétrat ion transcutanée des furco-cercai res s ' e f fectue 

dans 1 ' obscuri té pendant 30 min, 

2-2. PREPARATION DE L '  ANTIGENE SOLUBLE DES OEUFS DE S. MANSONL 

2.2.1. Obtention des oeufs 

E l l e  e s t  réa l isée selon l a  technique de Boros e t  Warren (1970). 

Les oeufs sont récol  tés à p a r t i r  des fo ies  des hamsters infectés 

par S. mansoni depuis 40 j. Les fo ies sont broyés dans une sol u t ion  

physiologique hypertonique (pour empêcher 1 ' écl~osion des oeufs). 

La récupération des oeufs se f a i t  par f i l t r a t i o n  du broyat ( b i l l e s  



de verre, tamis) ou en uti l isant un gradient de gomme arabique. 

Après 1 avage, les oeufs sont stockés à -30°C. 

2.2.2. Préuaration de 1 ' antiaène solubl e des oeufs 

1 

L' extraction de 1 ' antigène soluble des oeufs (SEA) es t  réal i sée 

selon la  procédure de Boros e t  Warren (1970). De légëres modifications 

o n t  été apportées à- cette technique (M. Damonnevi 1 1 e,  conmuni cation 

6 -1 personnelle). Les oeufs décongelés sont dilués (10 xml ) avec du 

tampon phosphate (0,Ol M phosphate sodiq,ue,. 0,5 M NaCl, pH 6,8). 

L' homogéneisation des oeufs se f a i t  par plusieurs passages (15 au 

minimum) sur 1 'X-press (BIOX, LKB, Paris, France) . Le surnageant 

des extraits  des oeufs es t  dialysé à 42C pendant 24 h contre de 

l'eau dis t i l lée ,  congelé e t  lyophilisé. Le contenu en protéines 

de 1 ' extrai t  antigénique soluble est  détermi né par 1 a méthode de 

Lowry e t  col 1. (1951) (généralement 50 % de protéines). 

2.3.  TECHNIQUE DE MIGRATION CELLULAIRE 

Nous avons u t i l i sé  la  méthode décrite par Falk e t  coll. (1980). 

C '  e s t  une technique parti cul i èrement rapi de pour tester 1 ' effet  

chimiotactique de diverses substances vis-à-vis de différents types 

ce1 1 ul ai res . 

2 3 -1. Récupération des macrophages p é r i  tonéaux 

Un lavage péritonéal e s t  effectué pour  chaque souris en injec- 

tant 10 ml du milieu MEM (GIBCO) additionné de 10 % de sérum de 



veau foetal décomplémenté par un chauffage de 30 m i n  à 56OC (SVFD) e t  

de 12,5 UI x ml'' de calciparine (Lab. CHOAY, Paris, France). 

Le produit de lavage péritonéal de plusieurs souris e s t  centri- 

fugé pendant 10 min a 500 g. Les ce1 1 ules sont mises en suspension dans 

du milieu e t  réparties dans des proportions convenables, dans des 

boites de Pétri de 3 cm de diamètre préalablement traitées par du 

sérum de veau foetal décompl émenté. L' incubation se f a i t  pendant 

2 h à 37OC dans une atmosphère humidifiée à 5 % de CO2 e t  95 % 

d' a i r  (Joseph e t  col1 . , 1977). Les ce1 1 ules non adhérentes sont 

éliminées par plusieurs lavages avec du MEM seul . Le tapis de 

ce1 lu1 es adhérentes e s t  t r a i t é  pendant 30 min avec 1 e tri peptide 

Thr-Lys-Pro en solution dans du M E M à  10 % de SVFD. Les cellules adhérentes 

sont décrochées au froid par aspiration etrefoulement du milieu MEM 

seul (Auri au1 t e t  col 1 . , 1983). 

Les ce1 1 ul es sont 1 avées e t  m i  ses en suspension dans du MEi i  à 10 % 

6 de sérum de veau foetal chauffé (1 à 1,5.10 ce1 1 

N.B. : JIEM = Eagles minimum medium - 

2.3,.2. Facteurs chimiotactiques 

Pour toutes les expériences nous avons employé de 1 'antigène 

sol ubl e des oeufs de Schi stosoma mansoni . Des al iquots de différentes 

concentrations, dans du MEM à 10 % de SVFD sont préparés e t  conservés à 

-20°C. 

Comme témoin posit if ,  nous avons ut i l isé  un  composant du complé- 

ment (C5a) obtenu par activation du serum de r a t  sain par le  zymozan 

(25 mglml -'). Le sérum e s t  al ors i ncibé pendant 1 h à 3 7 O C  avec des 

agitations toutes les 5 m i n .  Après centrifugation (500 g ,  10 min) 



l e  surnageant e s t  récupéré, puis passé à travers un f i l t r e  mil 1 ipore 

(il,2 j i m )  . Le sérum activé est  d i  1 ué 10 fois par l e  milieu MEM à 10 % de 

, SVFD e t  stocké à -20°C. La dilution au l/lOème correspond au pic de 

chimiotactisme pour les monocytes (Fa1 k e t  col1 . , 1980). 

2 . 3  -3 .' Description des chambres de migration 

Les chambres de migration sont composées de 48 pui t s  . E l  les sont 

formées de 2 parties, séparées par un joint en si1 icone permettant 

leur appl ication 1 'une sur 1 'autre, de manière à assurer 1 'étanchéité. 

Un système de 6 boulons permet de tenir  les deux plaques ensemble. 

Un f i l  t r e  de polycarbonate poreux (diamètre des pores : 5 p) 

se met entre l e  j o i n t  e t  la plaque inférieure. Les puits ont des 

bordures légèrement relevées pour éviter l e  mélange des solutions 

à tester. La surface du f i l t r e  uti l isée par chaque p u i t s  es t  de 

2.3.4. Test de migration cellulaire 

Les puits sont rempl i s  par 1 a sol ution chimiotactique (25 y1 ) 

Le f i l t r e  e s t  déposé délicatement sur 1 a plaque inférieure. l e  joint 

e t  l a  partie supérieure sont appliqués au dessus. Chaque puits supé- 

rieur reçoit environ 45 ~1 de 1 a suspension ce1 1 ulaire (1 à 

6 1,5 x 10 ce1 1 ules x ml-l) . La chambre es t  alors incubée pendant 

2 à 3 h à 37'C dans une atmosphère humidiffée à 5 X CO2 e t  95 % d 'a i r .  

A la fin de 1 'incubation, les cellules n'ayant pas migrées sont 

enlevées en frottant légèrement 1 a partie supérieure du f i  1 t re  contre 



un racloir en caoutchouc. Le frottement e s t  répété 2 à 3 fois ; i 1 

succède toujours à un affleurement du f i l t r e  dans du tampon phosphate 

. (PBS 0,01 M ) ,  

Le f i l t r e  e s t  coloré au GIEMSA. 

L '  appréciation de la  migration ce1 1 ul aire se fai t par 1 ' examen 

des sections du f i  1 t re ,  correspondant aux puits u t i  1 isés, en micros- 

copie photonique. 

Des moyennes du nombre de ce1 1 ules par champ microscopique 

(Gr: 10 x 12,5 ou 50 x 12,5) sont effectuées pour chaque type expéri- 

mental . Toutes 1 es expériences sont fai tes  au moins en 3 exemplai res. 

2.4. METHODOLOGîE DE LA FORMATION DES GRANULOMES IN VITRO 

Le modele d'étude i n  vitro de 1 a formation des granulomes a été 

décrit très récemment par Doughty e t  col 1 . (1982a). Nous avons i ntro- 

d u i t  cette technique au niveau du laboratoire avec de très légères 

modi fîcations. 

2.4-1. Milieu de culture 

Le milieu de culture consiste en du RPMX 1640 (GIBCO) additionné 

d '  antibiotiques (pénici 11 ine G l O O  u n i  tés .ml " ; su1 fate  de streptomy- 

cine 50 ligxml-l), 0 , l  % de glucose, de 2-mercaptoéthanol (5x10-~1.1), 

e t  de 20 % de sérum de veau foetal inactivé par chauffage 30 min  



2.4.2.  Préparation des globules rouges 

Les pré1 èvements sanguins sont réal i sés dans des condi ti ons  

s tér i les ,  par ponction au niveau du sinus rétro-orbital de souris 

saines (mémes souches que 1 es donneurs de ce1 1 ul es) . L ' échanti 1 1 on 

de sang es t  mis en suspension dans du mil ieu de culture hépari'né. 

Les globules rouges sont obtenus par centrifugation 10 min 3 500 g 

Les ce11 ules sont lavées deux fois par l e  m i  1 ieu de cul ture e t  
8 additionnées a raison de 10 ce1 1 ules par f i  acon. 

Les g1 obul es rouges semblent permettre une mei 1 1 eure viabi 1 i t é  

des parasites i n  vitro e t  semblent activer la maturation des oeufs. 

2 . 4 . 3 .  Cul ture des vers adul tes 

Les couples de vers adultes sont extrai ts  aseptiquement de l a  

vei ne-porte des hamsters infectés depui s 40 jours ( 1000 Furco-cercaires 

par hamster). Les parasites sont lavés 2 ou 3 fois par l e  milieu de 

culture. Les vers sont mis par groupes de 3 couples dans des flacons 
2 de 25 cm de surface ayant un fond quadrillé. Chaque flacon contient 

8 5 ml de milieu de culture additionné de 10 globules rouges. La 

présence du sérum de veau foetal e t  des hématies semble nécessaire. 

pour assurer la survie des parasites e t  de la maturation des oeufs. 

Les cultures de vers sont maintenues à 3 7 O C  dans une atmosphère à 5 % 

de CO2 e t  95 % d 'a i r .  Pour chaque flacon un renouvellement de 2 m l  

du milieu de culture es t  f a i t  tous les 3 jours. 



2.4.4. Suspensi ons ce1 1 ul aires 

2.4.4.1. Cellules spléniques totales 

Les rates sont obtenues stérilement à partir  de souris infectées par 

S. riansoni ou saines corne contrôle e t  mises dans une boîte de Pétri 

(6  cm de diamètre) contenant du milieu de culture. Elles sont écrasées 

par le piston d'une seringue en plastique sur un morceau de tissu 

Bl utex (Tri pette e t  Renaud, France). 

Les cellules-sont lavées par centrifugation 10 min.à 500 g. Le 

culot e s t  pris dans 1. ml de milieu. Les cellules viables sont 

numérfks à 1 ' a ide  d'une ce11 ule de THOMA par l e  tes t  d'exclusion du 

Bl eu Trypan en sol u t i  on à 0,02 % (en tampon véronal , pH 8,7) . 
7 Vers 1 e 6ème jour de cul ture des parasi tes,  10 ce1 1 ules sont 

addi ti onnées à chaque fl acon. 

2.4.4.2. Pré1 Gvement des macrophages de 1 a suspension de ce1 1 ul es sp1 éni ques 

Les ce1 1 ul es spléniques sont mises en suspension dans 20 ml de 
6 milieu de culture à raison de 20x10 cellules x ml-'. La suspension 

2 
ce1 1 ulai re es t  placée dans un flacon de cul ture en pl astique de 75 cm . 
Les flacons sont incubés à 37OC dans une atmosphère à 5 % de CO2 pendant 

2 h. Les cellules non adhérentes sont récupérées e t  analysées 

pour leur teneur en macrophages par coloration au GIEMSA. 

2.4.4.3. Récupération des macrophages péritonéaux ou spléniques 

Elle se f a i t  suivant la procédure décrite dans l e  paragraphe 

précédent sur la  migration ce1 lulaire (2.3.1.). Dans ce cas, nous 

utilisons l e  milieu RPMI 1640. 



2.4.5. Evaluation de la formation des granul oms i n  vitro - 

3 ou 6 jours après 1 ' adjonction des ce1 1 ules , 1 es cul tures sont 

examinées au microscope photonique. Les réactions ce1 1 ul es-oeufs sont 

cl assées sel on des cri tères détemi nés. La formation des granul omes 

est  alors découpée en 5 stades selon le  nombre de cellules au contact 

de 1 l oeuf r 

- Stade ------_ 1 : Oeuf isolé ( P L O B I )  ; 

- Stgbg-g : Une ou plusieurs ce1 1 ul es adhérentes à 1 ' oeuf ( P L *  B2) ; 

- Stade ------- 3 : Une ou plusieurs ce1 lu1 es montrant des changements morpho- 

1 ogiques de transformation lymphoblastique, immédiatement 

au voisinage ou directement au contact de 1 'oeuf. Une 

couronne de  migration de cellules mononucléées se forme 
. - 

autour de 1 ' oeuf. ( P L .  B3) ; 

- Stgdbd : une couche de cellules adhérentes à 1 'oeuf avec un 

accroissement du phénomène de migration ce1 1 u l  aire ( P L .  Ba)  ; 

- SÇgbg-5 : Pl usieurs couches ce1 1 ul aires autour de 1 'oeuf accompagnées 

par des migrations ce1 1 u l  aires.  ( P L .  B 5 ) .  

100 réacti ons sont déterminées pour chaque f 1 acon. 



PLANCHE B : Etapes de 1 a formation des granulomes b i  1 harzi ens i n  v i  t ro  : 

les oeufs pondus par les schistosomes adultes sont mis en 

culture avec des ce1 lules spléniques de souris CBA/J 

infectées par S. mansoni . 

1 - Un oeuf sans ce1 1 ul es à son contact ; stade 1 du granulome. 

2 - Quelques ce1 1 ul es adhérentes à 1 a surface de 1 ' oeuf ; stade 2 

du granulome. Gr : 40 x 12,5.  

3 - une couronni de ce1 1 ul es en migration autour de 1 ' oeuf ; stade 
- - .  

3 du granulome. Gr : 20 x 12,5.  

4 - Un oeuf entouré d'une couche de cellules ; stade 4 du granulome. 

Gr :  20 x 12,5. 

5 - Un granulome complètement développé (stade 5) avec plusieurs 

couches de ce1 1 ules entourant 1 ' oeuf. Gr : 20 x 12,5.  





2.4.6. Analyse des données 

Les groupes expérimentaux sont composés de 3 exemplaires : 

100 déterminations sont effectuées au niveau de chaque flacon. Le 

parcours des flacons se f a i t  toujours de 1 a même manière. Le nombre 

de chaque type de réaction es t  mu1 ti pl i é  par 1 ' indi ce correspondant 

(de 1 à 5) . Le total e s t  cal cul6 pour chaque f l  acon. Le résul t a t  

e s t  divisé par 100 pour avoir 1 'indice de la  réaction moyenne pour 

chaque culture. Les résultats sont exprimés comme étant la moyenne 

des i n d i  ces des 3 exempl ai res nommée " Indice granul ométri que" ( IG) . 

N : nombre de réactions au stade S. 

S : numéro du stade (1 à 5 ) .  

2.5. LA SYNTHESE BIOCHIMIQUE DES PEPTIDES 

Les. peptides de la molécule d'IgG que nous avons ut i l isés  ont é té  

synthétisés biochimiquement par l e  Professeur Tartar à la Facul té  de 

Pharmacie de Lille. Il ut i l ise  un appareil Beckman automatisé 9900 

(Auriaul t e t  col 1 ., 1983). Les peptides bruts sont purifiés par 

f i  1 tration (GlO, Pharmacia) suivie d'une chromatographie prsparative 

en phase inverse (Labor. C8, Merck). Les peptides purifiés sont 

contrôlés par chromatographie HPLC analytique. La séquence en acides 

aminés e s t  effectuée comme contrôle après chaque synthèse. 



CHAPITRE 3 

R É S U L T A T S  



GRANULOMES JN VITRO 

3.1.1. LA PONTE DES OEUFS IN VITRO PAR LES SCHISTOSOMES ADULTES 

( SCH 1 STOSOMA MANSON 1 ) 

3.1.1.1. Cinétique de l'oviposition 

Pour la  formation des granulomes i n  vitro,  1 es ce1 1 ules de 

souris sont mises en présence des oeufs pondus i n  s i tu par les 

parasi tes. La réaction granul omateuse es t  surtout due aux sécrétions 

antigéniques de 1 'oeuf q u i  dépendent du degré d'évolution de 

1 'embryon (maturation). A f i n  de mieux connaïtre 1 ' éta t  de maturation 

des oeufs au cours de notre expérimentation (granulomes i n  vitro) , 

nous avons suivi 1 a grogressi on de 1 'oviposi ti on e t  1 'évol ution de 

ses éléments pendant 14 jours de culture des schistosomes adultes. 

Les vers sont prélevés stérilement dans 1 a veine porte des 

hamsters 40 jours après leur infection. I l s  sont mis en culture 

(RPMI 20 % SVFD.. . ) par groupe de deux coup1 es par flacon en 
8 présence de 10 globules rouges de souris CBA/J mâles non infectées. 

Des comptages d'oeufs sont effectués tous les deux jours. Seuls- 

les oeufs matures sont pris en considération pour les expériences de 

granulomes i n  v i t r o  ; c 'es t  pourquoi nous avons distingué les oeufs 

matures des oeufs immatures, morts e t  non fe r t i les .  



Fi g. 1 : C i  nétique de 1 a ponte des oeufs in v i  tro par les 
8 schistosomes adul tes en présence de 10 globules 

rouges dans 5 ml de milieu de culture. 



La figure 1 représente le nombre cumulé des oeufs immatures, 

matures e t  morts, pondus par couple de vers au cours des 14 jours 

de CU 1 ture . 
La ponte des oeufs augmente uniformément pendant les 6 premiers 

jours ; puis ralentit avant d'atteindre un maximum d'environ 400 

oeufs par couple entre l e  9ème e t  1 e 14ème jour .  Nous avons observé 

que les oeufs pondus apres le 6ème j ou r  sont de peti t e  tai 11 e e t  

n'aboutissent pas à maturite. Au 6ème jour 73 % d'oeufs sont 

immatures, 25 % matures e t  2 % morts ; au 12ème jour,  36 X seulement 

sont imatures, 37 % matures e t  27 % morts. 

3.1.1.2. ~ffet-des vers e t  des globules rouges sur 1 'ovi posi t i o n  

Afin d'améliorer, éventuellement, nos conditions expérimentales, 

nous avons voulu rendre compte de 1 ' importance des globules rouges 

e t  des vers dans le processus de ponte e t  de maturation des oeufs 

i n  v i t ro .  

3.1.1.2.1. In térët des gl obul es rouges pour 1 es cul tures de schi stosomes 

Deux coup1 es de schi stosomes adul tes sont mis en cul ture in vitro 

selon le  protocole décrit précédemment. La figure 2 représente l e  

nombre cumulé des oeufs imatures, matures e t  morts par couple 

de vers au @me e t  12ème jour  de culture ; ces jours correspondent 
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Fig .  2 : Effet d e s  g l o b u l e s  r o u g e s  s u r  l a  p o n t e  e t  l a  

m a t u r a t i o n  d e s  o e u f s  i n  v i t r o .  

A.  Cu1 t u r e s  s a n s  g l o b u l e s  r o u g e s .  
8 B. C u l t u r e s  c o n t e n a n t  10 g l o b u l e s  r o u g e s  

8 C. C u l t u r e s  c o n t e n a n t  2.10 g l o b u l e s  r o u g e s  

D.  C u l t u r e s  e n  p r é s e n s e  d ' u n  l y s a t  f i l t r é  d e  

g l o b u l e s  r o u g e s .  



respectivement à 1 'add i t ion  des ce1 1 ules de r a t e  e t  à 1 a 1 ecture 

de 1 ' ind ice  granulométrique dans l e s  expériences de formation des 

granul omes i.n v i t r o .  

Les expériences sont réal  isées en 1 'absence de globules rouges 
8 8 

ou en présence, s o i t  de 10 e t  2.10 hématies, s o i t  d'un l y s a t  de 

ces ce1 1 ules. La comparai son des taux d'oeufs pondus en t re  l e s  

d i f f é ren ts  types expérimentaux,au 6ème e t  12ème jour, montre que l e s  
/ 

globules rouges ou 1 eur contenu ce1 1 u l  aire,n 'exercent pas d 'e f fe t  

s i g n i f i c a t i f  sur 1 'ov lpos i  t ion .  L'absence de globules rouges n ' a u r a i t  

pas de retentissement s i g n i f i c a t i f  sur 1 e nombre d.'oeufs matures 

viables présents dans l e s  cul tures. S i  1 'on t i e n t  compte des oeufs 

éclatés, nous pouvons d i r e  que l e s  hématies semblent favor iser  l:e 

phénomène de maturation des oeufs, l es  rendant a ins i  p lus exposés 

à 1 'éclosion. 

3.1.1.2.2. E f f e t  des vers sur 1 ' ov ipos i t i on  e t  l a  maturation des oeufs 

Les parasi tes sont mis en cul  tu re  dans 5ml de m i  1 i e u  ( c f  "Maté- 

8 r i e 1  e t  Méthodes") en présence de 10 globules rouges. La f i gu re  3 

représente 1 ' ac t i on  des vers, mis en cu l tu re  par groupe de 2 femel les ,  

ou 2, 3, 5 e t  10 coup1 es, sur l a  ponte e t  1 a maturation des oeufs. 

Pour chaque cas expérimental , nous avons représenté 1 e nombre cumulé 

des oeufs immatures, matures e t  morts au 6ème e t  12ème jour  succédant 

1 a mise en cu l tu re  des schistosomes. 

Le graphique montre que lorsque les  vers sont incubés en couple 

(2C), on observe une mei l  l eu r  fécondité par rappor t  aux femmeles 

seules (2F). En présence des couples, l e  nombre d'oeufs parvenant à 

l e u r  maturi t é  e s t  plus grand en comparaison avec l e s  cu l tures contenant 

uniquement des femel 1 es. 

La ponte e t  l a  maturation des oeufs sont maximums pour l e s  

cu l tures contenant 2 e t  3 couples de vers. 
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Fig. 3 : Effet des vers sur la ponte e t  la maturation des 

oeufs in vitro. Les schistosomes sont mis en 

culture par groupe de 2 femelles ( F )  ou 2 ,  3 ,  5 

e t  10 couples ( C )  de vers. 



L'aspect jaunâtre des mil ieux dans lesquels 5 à 10 couples 

sont incubés par flacon, rend compte de 1 ' appauvri ssement du m i  1 i eu 

ce q u i  a pour conséquence la diminution de 1 'oviposition observée. 

3.1.1.3. Discussion e t  conclusion 

Parmi les milieux étudiés,le mil ieu RPMI 1640 a été sélectionné 

corne permettant ti l a  fois la survie des schistosomes, 1 'oviposition 

e t  la maturation des oeufs (Newport e t  Wel l e r  , 1982a) . Sel on ces 

mêmes auteurs, l e  sérum de veau foetal stimule la  déposition des 

oeufs e t  l e  développement de leur embryon (miracidi um) i n  vitro. 

Les meiileurs résultats sont obtenus par un taux de sérum dans l e  

milieu voisin de 20 %. Dans l e  présent travail , corne i l  a déjà été 

décrit antérieurement (Newport e t  Well er , 1982b) , 1 es gl obul es rouges 

ne semblent pas affecter significativement la production des oeufs 

e t  leur maturation, bien que les hématies constituent des éléments 

nutrit ifs essentiels pour les schi stosomes (Bogi tsh, 1981). 

Les couples de vers sont plus féconds i n  vitro que les femelles 

seules ; e t  i l  est  probable que les parasites, surtout de sexe mêle, 

1 i bèrent dans 1 es cultures des substances q u i  tamponneraient l e  milieu 

ou stimuleraient la croissance des miracidia. Le meilleur rendement 

concernant la ponte e t  la maturation des oeufs est obtenu pour 2 

à 3 couples de vers par flacon de culture. 

Donc en util isant 3 couples de vers dans du RPMI 1640 supplémenté 
8 de 20 % de sérum de veau foetal e t  10 globules rouges, nous nous 

plaçons, en principe, dans les conditions optimales de maintien en 

survie in vitro des schitosomes. Avec un  tel protocole expérimental, l a  

ponte des oeufs commence dès l e  premier jour, augmente uniformément 



jusqu'au 6ème jour, puis se stabilise entre le  9ème e t  l e  14ème jour. 

Les oeufs sont pondus immatures, groupés autour d'une sorte de 

mucus. Cinq  à six jours sont nécessaires pour le développement camplet 

du miracidium. Au moment du ralentissement de 1 'oviposition (6ème jour) 

nous avons environ 250 oeufs matures par flacon e t  quand la  ponte est  

arrêtée (du 9ème au 14ème jour) , nous di sposons dans 1 es cul tures, 

de près de 450 oeufs ayant terminé leur maturation. 

3 . 1 ; ~ .  FORMATION DES GRANULOMES I N  VITRO 

Six  jours apres la  mise en culture des vers adultes (cf "Matériel 
7 e t  Méthodes"), 10 cellules de rates de souris sont additionnées aux 

flacons de culture. Trois à six jours plus tard, la formation des 

granul ornes est  déterminée par 1 'analyse de 1 a succession des réactions 

ce1 1 ulaires vis-à-vis des oeufs pundus par les schistosomes e t  ayant 

terminé leur maturation. Un indice granulométrique (IG) a été, à cet 

effet ,  définit par B. Doughty, tenant compte du nombre de ce1 lules 

venant au contact de l'oeuf. 

Les expériences sont réalisées en 3 exemplaires e t  répétées 

2 à 3 fois. 



3.1.2.1. Description de 1 a séquence des réactions ce1 1 ul ai res vis-à-vis 

des oeufs 

Lors de 1 'individualisation du granul ome, les ce1 lules migrent 

vers 1 'oeuf, s ' y  accrochent e t  finissent par l e  recouvrir complètement. 

Les premières cellules q u i  adhèrent à l'oeuf proviennent généralement de 

la  lignée monocytaire. Les lymphocytes viennent, peu de temps après, 

adhérer sur la coque de l'oeuf ou sur les cellules q u i  les ont précédées 

(stade 2 ) .  Le premier contact avec 1 'oeuf survient t rès  souvent au niveau 

de son éperon. Autour de 1 'oeuf, fixé au fond du flacon par les cellules 

adhérentes, se dével oppe une cmonrie de m i  grati on ce1 1 ul ai re . Ce phéno- 
- 

mène f a i t  intervenir de nouveaux macrophages e t  lymphocytes ainsi que 

des éosinophiles e t  des %fibroblastes (stade 3 ) .  P l  us tard, une couche 

de ce1 Iules s i  organise autour de 1 ' oeuf (stade 4) , comnençant par sa 

partie antérieure. La t a i  11 e du granul orne augmente progressivement e t  

1 ' oeuf f i n i t  par ê tre  complètement englobé dans plusieurs couches 

ce1 lu1 aires (stade 5 ) .  Les différents composants du gqanul orne achevé 

apparaissent t rès  solidement l iés  les uns aux autres. I l  es t  probable 

que les fibroblastes sécrètent du collagène servant de ciment pour cet 

ensemble. L i  étude h i  stol ogique de ces formations granul omateuses e s t  

en cours de réalisation. 

Pour 1 es cul tures pro1 ongées (pl us de 9 jours après 1 ' addition 

des ce1 1 ules) , les réactions granulomateuses régressent ; seul es les 

ce1 lules phagocytaires restent regroupées autour des débri s des 

oeufs fragmentés. 

L'individualisation du granulome in vitro autour des oeufs de 

schistosomes, es t  donc marquée essenti el 1 ement par deux phénomènes : 

Tout d' abord 1 'adhérence des macrophages, pui s 1 es transformations 

lymphoblastiques e t  la migra t ion  ce1 1 u l  aire. 



3.1.2.2. Distribution des réactions granul omateuses à différents moments de la 

culture 

!+es 1 ectures de 1 ' i ndi ce granul ométri que ont été effectuées 

au 3ème e t  6eme jour après 1 'addition des. ce1 1 ules spléniques de 

souri s CBA/J . 
Dans l e  tableau 1, les indices granulométriques pour les  animaux 

infectés par S. mansoni sont significativement pl us élevés par 

rapport à ceux correspondant aux expériences u t i  1 i sant des animaux 

sains. L'ampleur de l a  réactivité des cellules spléniques de souris 

infectées, mises en présence des oeufs pondus par 1 es schistosomes, 

se traduit par l'augmentation du nombre des dernières réactions 

ce1 1 ules-oeufs (St3, St4 e t  St5). 

Au 6ème jour de culture, la  réaction granulomateuse marque une 

légère augmentation, mais non significative par rapport au 3ème jour. 

3.1.2.3. Cinétique de formation des granulomes i n  vitro au cours de 

1 'infection des souris par S. mansoni 

Pour connaître les conditions optimales de la réponse granul o- 

mateuse i n  vitro, nous avons suivi 1 'évol u t i o n  de 1 'indice granul o- 

métrique (IG) au cours de 1 'infection des souris par S. mansoni. 

Deux lignées de souris, CBA/J e t  C57B1/6, o n t  été utilisées. 

L'évaluation des réactions ce1 1 u l  aires v i  s-à-vis des oeufs (IG) 

a été réalisée 6 jours après 1 'adjonction des ce1 lules spléniques 

aux cultures. 



Tableau 1 : Formation des granulomes i n  v i t r o  par l e s  ce l l u les  spléniques de souris CBA/J infectées depuis 

8 semaines par S. mansoni. La lec tu re  des cu l tures se f a i t  3 (53) ou 6 jours (56) après 1 'addi t ion 

des ce1 1 ules, Les résu l ta ts  représentent l a  moyenne de 3 expériences différentes, chacune réal isee 

ind ice 
granuiométrique 

P 

---- 

r 

ce1 lu les  spléniques tota les 
de souris CBA/J 

. 

stades de réact ion 
ce1 1 u l  es-oeuf s (%) 

stade 1 

stade 2 

stade 3 

stade 4 

stade 5 

en 3 exemplaires. La s i g n i f i c a t i v i t é  des r é s u l t a t s  a é té  determi.née par l e  t e s t  de Student (P). 
n 

3 3 36 

sa i nes 

01 + 4,28 

17,63 f 4,24 

1,ll  f 0,30 

0,36 ! 0,47 

0 2 0  

1,21 f 0.05 

- 

saines 

48,5 f 14,6 

43 2 15,47 

7 f 4,41 

1,75 2 1,87 

0,75 f 1,22 

1,65 f 0,14 

- 

infectées par 
S. mansoni 

22 z 7,43 

51 f 3,64 

5,33 f 3,38 

8 ' 4,15' 

8 f 4,15 

2,27 0,15 

< 0,001 

infectées par 
S. nlansoni 

19,13 ' 9,51 

42,76 18,9 

15,75 ! 5,54 

6,5 ! 2,15 

16,5 ! 8 

+ 
2,55 - J l9 

O ,005 



L'examen de 1 a f i gu re  4 apporte deux renseignements : 

- d'une part ,  l a  réponse des ce1 l u l e s  en présence des oeufs e s t  p l  us 

. importante pour l e s  sour is  CBA/J que pour l es  sour is  C57/BL/6. La 

d i f férence des i ndices granulométriques pour l e s  deux souches de 

souris e s t  s i g n i f i c a t i v e  tou t  au long des 20 premières semaines de 

1 ' i nfect i  on ; 

- d'autre part ,  l e  maximum de l a  réac t ion  granulomateuse e s t  a t t e i n t  

vers 1 a 8ème semaine succédant 1 ' in fes ta t ion  des souri  S. L'évol u- 

t i o n  des granulomes i n  v i t r o  au cours de l ' i n f e c t i o n  reprodu i t  c e l l e  

déc r i t e  i n  v ivo  pour ces mêmes formations au niveau du f o i e  chez 

l e s  animaux infectés. 

Nous avons remarqué de p lus ( f i g u r e  5) que l e  pourcentage des 

oeufs au stade de réact ion 3 (Transformation 1 ymphobl astique) ; con- 

trairement aux autres stades, s u i t  étroi tement 1 ' évol u t i on  de 

1 ' ind ice  granul ométrique au cours de 1 ' i n f e c t i o n  . Ce1 a témoigne 

donc de 1 'importance de l a  s t imu la t ion  lymphoblastique (T), qui 

e s t  ti 1 l o r i  g ine de divers mécanismes induisant  l a  réponse granilorna- 

teuse, notamment par l e  b i a i s  de l a  synthèse de lymphokine . 

3 .1 .2 .  4. Discussion e t  Concl usion 

Le développement des granulomes i n  v i t r o  se f a i t  en 3 étapes : 

- La première étape consiste en 1 'adhérence des macrophages e t  

quelques lymphocytes à 1 'oeuf ; 

- La seconde étape correspond à l a  formation d'une couronne c e l l u l a i r e  

(Transformation e t  P r o l i  férat ion 1 ymphoblastiques) autour de 1 'oeuf, 

impl iquant, out re 1 es macrophages e t  1 es lymphocytes ,des éosi nophi l e s  

e t  des f i  brobl astes. 



L'INFECTION DES SOURIS 

Fig. 4 : Cinét ique  de  l a  formation des  granulomes i n  v i t r o  

au cours  de  1 ' i n f e c t i o n  de sour i  s CBA/J  e t  C57B1/6 

par S. mansoni. 

Fig.  5 : Pourcentage de r é a c t i o n s  au s t a d e  3 de l a  formation 

des granul ornes i n  v i t r o  au cours  de 1 ' i n f e c t i o n  des  

s o u r i s  CBA/J e t  C57BL/6 par S .  mansoni. 
BUS 
LILLE O 



- La dernière étape e s t  caractérisée par la  production de collagène 

par les cellules fibroblastiques q u i  donne un aspect compact au 

granul ome. 

Les mêmes étapes s'observent i n  vivo (Bentley e t  col1 . , 1982). 

Au cours de 1 ' infection des souris par S. mansoni , 1 a formation 

des granulomes se f a i t  en deux phases, aiguë e t  chronique tant 

i n  vivo qu '  i n  vitro (Doughty e t  col 1 . , 1982a). 

L' indice granulométrique a t te in t  son maximum vers 1 a 8ème semai ne 

de 1 ' infection (phase aiguë) . 
La réaction granulomateuse i n  vitro es t  pl us forte pour les 

souris CBA/J que pour l e s  souris C57BL/6. Ce résultat es t  à rapprocher 

de ceux de Lewis e t  W i  1 son (1981) q u i  o n t  montré que 1 es ce1 1 ules 

spléniques de souris CBAIJ répondent mieux au stimulus antigénique 

de 1 'oeuf que ce1 les de souri s C57BL/6. 

Il y a une relation étroi te  entre la  pro1 ifération lymphocy- 

ta i re  (T)  e t  l e  développement des granulomes i n  vitro au cours de 

1 ' infection. En effet ,  les  lymphocytes T stimulés produisent des 

lymphokines (Gi 11 i s e t  col 1. , 1978) capahl es d' activer d i  verses 

ce1 1 ules contribuant au développement des granulomes, tel  les que 

1 es macrophages (Stei nman e t  col 1 . , 1980 ; Bel 1 e r  e t  Ho, 1982) , 

les  éosinophiles (James e t  Colley, 1975) e t  les  fibroblastes (Wahl 

e t  Gately, 1983). 

Par a i l  leurs, nous avons pu confirmer que 1 ' u t i  1 isation Se 

ce1 lules spléniques permet 1 'obtention de granulomes in vitro de 

plus grande t a i l l e  en comparaison avec ceux obtenus à partir  de 

ce1 1 ules de gang1 ions mésentériques. De p l  us, Garb e t  col 1. , 1981, 

o n t  montré sur des sourisinfectées par S. japonicum un synchronisme 



étroi t,concernant notamment les pro1 i férations ce1 1 ulaires e t  les 

synthèses de lymphokines, entre les ce1 1 ules spléniques e t  ce1 les 

formant les granul omes à différents moments de 1 ' infection. 

La rate constituerait donc l'organe lymphoïde producteur 

de cellules adéquates pour les expériences de granulomes i n  vitro. 

Disposant des données essenti el 1 es concernant 1 a formation 

des granulomes i n  vitro, i l  est  désormais possible d 'ut i l iser  ce 

modèle pour étudier 1 'effet  du tri peptide Thr-Lys-Pro sur le  phéno- 

mène d'induction des granulomes. 

Comme nous serons amenés à travailler sur un aspect de modulation 

de la réponse granulomateuse, nous avons décidé pour la suite de notre 

étude, d 'ut i l iser  des ce1 1 ules spléniques de souris CBA/J 3 leur 

8ème semai ne d '  infection. 



3-2. M O D U L A T I O N  D E  LA FORMATION D E S  GRANULOMES I N  V I T R Q  

PAR L E  T R I P E P T U E  THR - L Y S  - PRO (TKP) 

3-2.1- EFFET DE DIFFERENTS PEPTIDES PROVENANT DU SECOND DOMAINE CONSTANT 

DE LA MOLECULE D' IgG SUR LA FORMATION DES GRANULOMES I N  VITRO. 

Les cultures de granulomes i n  vitro sont réalisées selon la  

technique décri t e  précédemment ; brièvement, 6 jours après la mise 

en culture des schis~',osomes les cellules spléniques de souris CBA/J 

(saines ou infectées depuis 8 semaines par 3 0  furcocercaires de 

S. mansoni) sont introduites dans les cultures contenant des oeufs 
7 pondus i n  s i tu  par les  parasi tes, à raison de 10 cellules par 

flacon. Les cultures sont incubées à 37OC dans une atmosphère à 

5 % CO2 L, lecture !es indices granulornétriques se f a i t  3 jours 

après 1 ' addi ti on des ce1 1 ul es. 

Le lyophilisat des pepti.des d'IgG e s t  mis en solution dans 

du mi1 ieu de culture (RPMI 1640, 20 % SVFD). Des al iquots de diffé- 

rentes concentrations sont réal i sés puis stockés à -20°C jusqu ' à  

leur utilisation. 4 0  pl de la solution à tester sont ajoutés 

puis mélangés dans chaque flacon de cul ture. 

La viabil i té des cellules est  déterminée à l 'aide du bleu 

Trypan vers 1 a fin de 1 ' expérience. Nous avons généralement pl us de 

90 % de cellules viables avec ou sans peptides. 

Les cul tures ,de granul omes u t i  1 i sant des ce1 1 ules spl éni ques 

totales de souris infectées sont traitées avec différents peptides 

rentrant dans la  structure du domaine constant de l a  molécule d' IgG. 



Fig. 6 : Effet de différents peptides appartenant au domaine 

constant de l a  molécule d'IgG sur la formation des 

granul omes in v i  t ro  . 
Culture ut i l i sant  des cellules spléniques totales de 

souris infectées parS. mansoni . 
A. Non t ra i tées  

B, C ,  D, e t  E. Traitées par différents peptides . 
Ces résultats  sont,.significativement différents de A. 

(PB = 0,01; PC = 0,02 ; PD = 0,02 e t  PE = 0,04 ) 

Culture ut i l i sant  des cellules spléniques de souris 

infectées par S.  mansoni , uni quement appauvri es en 

ce1 1 ules adhérentes aux supports sol ides. 

Culture ut i l i sant  des cellules spléniques totales de 

souri s saines . 



Notre choix s ' e s t  porté sur des peptides inhibant diverses fonctions 

des macrophages (Auri  au1 t e t  col 1 . , 1983) , ce1 1 ul es nécessai res 

au développement des granul ornes. 

L '  utilisation de ces peptides à 1 a meme concentration molaire 

de 4 x 1 0 - ~  moles x 1-1 diminue l a  réponse granulomateuse par rapport 

au témoin non t ra i té  (fig.  6. ).  L'action inhibitrice est  maximale 

avec l e  tripeptide Thr-Lys-Pro (53 %) , 1 ' inhibition minimale e s t  

réalisée par 1 'hexapeptide Asn-Ala-Lys-Thr-LYS-Pro (28 %), tandis que l e  

tetrapeptide e t  l e  pentapeptide ont une activi t é  intermédi aire. 

La réaction granulomateuse e s t  également réduite pour les 

cul tures non traitées u t i  1 isant des ce1 1 ules spléniques de souri s 

infectées, appauvries en ce1 lules adhérentes ou des ce1 1 ules splé- 

niques totales de souris saines. 

Vue son action inhibitrice maximale, nous avons donc choisi 

1 e tri peptide Thr-Lys-Pro (TKP) pour approfondir notre étude sur 

l e  processus d'inhibition des granulomes. 

3.2.2. EFFET INHIBITEUR DU TRTPEPTIDE THR-LYS-PRO (TKP) SUR LA FORMATION 

DES GRANULOMES IN VITRO, EN FONCTION DU MOMENT ET DE LA FREQUENCE 

DU TRAITEMENT DES CULTURES 

Pour tester 1 ' e f f e t  du TKP sur la formation des granulomes 

in vitro, nous avons cherché l e  moment e t  la  fréquence adéquats 

des traitements de cul tures . 
Nous avons u t i l i sé  des cellules spléniques de souris CBA/J 

infectées depui s 8 semaines par 30 furco-cercai res de S. mansoni . 



Fig. 7 : Réponse granulomateuse i n  vitro en fonction du moment 

e t  de la  fréquence du traitement des cultures par l e  

tri pepti de Thr-Lys-Pro. 

Cultures uti l isant des ce1 lules spléniques totales de 

souris i nfectées par S. mansoni . 
A. Non traitées.  

B, C e t  D. Traitées par le tripeptide respectivement 

à JO, JO + J1 e t  JO + J1 + 52. Ces résultats sont 

significativement différents de A (PB = 0,001; PC = 0,002 

Cultures uti l isant des cellules spléniques de souris 

infectées, appauvries en ce1 1 u l  es adhérentes aux supports 

sol ides. 

-Cul  tures u t i  1 i sant des ce1 1 u l  es spl éni ques total es de 

souris saines . 

N.B. : JO, JI et J2 représentent respectivement le moment 

d'addition des cellules aux cultures, un et deux jours 

aprks cette o~ération. 



Comme le  montre la figure 7 ,  les cultures de granulomes sont 

réalisées so i t  sans traitement, so i t  en présence de TKP 3 

4 x 1oo3 mol es. 1-1 au moment de 1 ' addition des ce1 1 ules (JO) ou au 

cours des deux ou t rois  jours succédant cette opération (JO + 31 e t  

JO + 31 + 52). 

Le contrôle négatif es t  effectué sur des ce1 lules spléniques 

de souris syngéni ques saines . L ' indice granul ométrique a été cal cul é 

au 3eme jour de culture des granulomes pour chaque condition. 

Les résultats indiquent que l e  TKP réduit significativement 

la  réaction granulomateuse. Il n'y a pas de différence significative 

entre les 3 types de traitements à JO, JO + 31 ou JO + J1 + J2 où nous 

avons respectivement 50 %, 48 % e t  58 % d'inhibition par rapport au 

témoin non t r a i t é  ( A ) .  

Nous obtenons sensiblement l e  même résultat pour les cultures 

non traitées réalisées avec des cellules splénfques de souris infectées, 

appauvries en ce1 1 ules adhérentes. 

En concl usion, l e  TKP inhibe 1 a formation des granulomes e t  

i l  suff i t  de t ra i te r  les cultures au moment de 1 'addition des ce1 1 ules 

pour avoir cet  effet. 

3.2.3. EFFET INHIBITEUR DU TKP SUR LA FORMATION DES GRANULOMES IN VITRO 

EN FONCTION DE LA CONCENTRATION 

Différentes concentrations finales de TKP, dans une gamme allant 

de 0,004.10'3 moles x 1-1 à 400.10'~ moles x 1-1 o n t  été testées dans 

les cultures de granulomes in vitro. 

Les résultats de deux essais expérimentaux sont rassemblés 

dans l e  tableau 2 .  L'effet inhibiteur du TKP commence dès 





0 ,2 .10 -~  moles x l - l ,  e t  s'amplifie progressivement pour atteindre 

un maximum (environ 50 % d'inhibition) à partir  de 4.10-~ moles x 1- le  

La viabil i té cellulaire, contralée au Bleu Trypan n'est pas affectée 

par les différents types de traitements. Nous avons plus de 90 % 

de ce1 Iules viables avec ou sans peptides. 

N.B. : L e  pourcentage d'inhibition es t  calculé par rapport au témoin 

u t i l i san t  des cel lules spléniques to ta ies  de souris CBA/J saines. 

3.2.4. ETAPE DE LA FORMATION DES GRANULOMES AFFECTEE PAR LE TRIPEPTIDE TKP 

La figure 8 - montre que l e  traitement des cultures, 

lors  de 1 'addition des cellules spléniques (30) par 4.10-~ moles x 10' 

de TKP, diminue 1 'ampleur de la réaction granulornateuse. En effet, 

1 a valeur de 1 ' indice granul ométri que cal cul é à 53 est  égal e à 

1,67 0,20 au lieu de 2,25 2 û,10. Par rapport aux expériences 

u t i  1 isant des ce1 1 ules spléniques total es de souri s sai nes, ou appau- 

vries en ce1 1 ules adhérentes de souris infectées par S. mansoni , nous 

obtenans . respectivement 59 % e t  72 % d'inhibition. 

Par contre, 1 ' indice granulométrique cal cul é au 6ème jour  (56) 

pour les cultures de granulomes soumises au traitement par l e  TKP 

3 jours (53) après leur init iation,  n'est pas significativement 

différent de celui des cultures témoins. 

Ces résultats nous amènent à supposer que 1 'action inhibi.tri.ce 

du  tripeptide Thr-Lys-Pro s'exerce au début de la formation des gra- 

n u l  ornes. En effet ,  1 ' analyse des pourcentages de réactions granul o- 

mateuses (tableau 3 )  prouve que l e  TKP bloque la réaction granul o- 

mateuse aux tous premiers stades de son développement (stades 2 e t  3 )  



r à 5 6  LECTURE DE CULTURES 

Fig. 8 : Effet du tri peptide Thr-Lys-Pro à deux stades de la 

formation des granulomes i n  vitro. 

Cul tures uti 1 i sant des ce1 1 ul es spléniques totales 

de souris infectées par S. mansoni. 

A l  e t  R2, Non traitées.  

Blet 8.2. Trai tées avec l e  t r i  peptide, respecti vement 

au moment de la mi se en cul ture des ce1 1 ul es 

e t  3 jours après cette opération. 

Blest significativement différent de A l ( P  = 0,01 ) 

Cultures uti l isant des cellules spleniques de souris 

infectées par S. mansoni , appauvries en ce1 lu1 es 

adhérentes aux supports solides. 
....-... Cultures uti l isant des ce1 lules spléniques totales de 

souris saines . 



Tableau 3 : E f f e t  du TKP sur l a  formation des granulomes i n  v i t r o  exprimé en pourcentage de réact ion cellules-oeufs. 

La lec tu re  des cul tures e s t  f a i t e  3 jours après 1 'add i t ion  des ce l lu les .  

La s i g n i f i c a t i v i t é  des résu l ta t s  a é té  déterminée par l e  t e s t  de Student (P) .  

Les résu l ta t s  représentent l a  moyenne de 3 expériences d i f fé ren tes  chacune réal isée en 3 exemplaires. 
a> 
N 

i 

Souris CBA/J 
'saines 

to ta les  
non t r a i  tées 

81 f 4,28 

17,63 f 4,24 

1,11 0,30 

0,36 + 0,47 

O 

Souris CBA/J infectées par 
S. mansoni 

I n d i  ce 
gr-anulométriquc 

. 
- ( P l  - - -- - - - 

ce1 l u les  spléniques 

stades de réact ion 
ce1 lules-oeufs (%) 

stade 1 

stade 2 

stade 3 

stade 4 

stade 5 

1.21 f 0,05 

< 0,001 
. . . 

2,27 2 0,15 

- 

to ta les  non 
t ra i t ées  

22 + 7,43 

51 f 5,81 

13,67 + 3,38 

5,33 ' 3,38 

8 4,15 

1,85 f 0,15 

< 0 5  

1,42 2 0,08 

( 0,001 

- - 

tota les  t ra i t ées  
par 4 . 1 0 ~ ~  mol es x.  1-1 

dé TKP 

36,33 f 7,81 

49,33 f 10,39 

8 + 2,7 

2 f 1,42 

3,33 + 2,Ol 

appauvries en 
ce1 1 ules adhérentes j 
non t ra i t ées  

67,63 f 5,73 

28,38 + 5.97 

1,75 2 0,70 

0,35 f 0,34 

3,5 3,19 



mais ne dissocie pas les  granulomes une fois formés. La réaction 

ce1 1 ul a i re  vis-à-vis des oeufs dépasse rarement 1 e stade 3 ,  caractérisé 

par les  images de migration cellulaire. De plus, en présence du TKP, 

nous observons une réduction dans 1 ' i ntensi t é  des réactions ce1 1 ul a i  res 

autour des oeufs par rapport aux cellules spléniques totales de souris 

infectées n'ayant pas subi de traitement. Au stade 2 ,  un nombre 

relativement réduit de ce1 1 u l  es, de petite ta i  11 e, adhèrent aux oeufs. 

Au stade 3,  les auréoles de migration sont rares, moins denses e t  

semblent ê t re  moins étendues. Les granulomes complètement achevés 

sont pratiquement absents. 

Pour les cultures non traitées,  u t i  1 isant des ce1 1 ul  es splé- 

niques de souris infectées, appauvries en cellules adhérentes ou 

des ce1 1 ules spléniques total es de souri s saines, 1 a réponse granul o- 

mateuse ne dépasse pas l e  stade 2. 

Le tri pepti de TKP exerce donc son ef fe t  i n h i  bi teur sur la 

formation des granuibmes en freinant la réaction ce1 1 ul ai re,  susci tee  

par les oeufs de S. mansoni , aux toutes premières étapes de son 

développement. Sachant que 1 es macrophages sont généralement 1 es 

premières ce1 1 ules venant adhérer aux oeufs 1 ors de 1 a formation 

des granulomes d'une part e t  qu ' i ls  sont nécessaires au développement 

de cette réponse ce11 ulaire d'autre part, nous avons soupçonné une 

éventuel 1 e interaction entre 1 e TKP e t  ces ce1 1 u l  es. 

3 . 2 . 5 .  POPULATIONS CELLULAIRES AFFECTEES PAR LE TRIPEPTIDE TKP AU COURS 

DE LA FORMATION DES GRANULOMES IN VITRO 

La rate contient pl  usi eurs populations de ce1 1 ul es irnrnunocompé- 

tentes qu 'on  peut classer, selon leurs capacités de fixation aux sup- 

ports sol ides, en ce1 1 u l  es adhérentes, comprenant essentiel 1 ernent des 



macrophages e t  des fibroblastes, e t  en cellules non adhérentes, dont 

une grande majorité de lymphocytes avec en plus des granulocytes. 

La première étape de la  formation des granulomes i n  vitro 

(adhérence des cellules aux oeufs) f a i t  intervenir surtout des 

cellules de type macrophagique e t  1 a deuxième étape de cette réac- 

tion ce1 1 ul a i re  (transformation lymphobl astique e t  migration 

cellulaire) met en oeuvre la  to ta l i té  des ce11 ules e t  en particulier 

des lymphocytes . e t  quelques granulocytes. 

Le tri peptide TKP, comme nous 1 ' avons vu précédemnent , sembl e 

freiner la  réponse ce1 lu1 aire vis-à-vis des sécrétions a n t i  géniques 

des oeufs aux tous premiers stades de son développement. Nous avons 

voul u mieux définir les populations ce1 1 u l  aires impl iquées dans l e  

processus d '  inhibition des granulomes par le TKP. 

Fbur tenter de répondre à cet te  question, les ce1 1 uies adhé- 

rentes aux supports plastiques essentiellement composées de macro- 

phages (70 à 80 % ) e t  non adhérentes sont séparées puis traitées ou 

non par une solution à 2.10-2 moles x 1-1 de TKP pendant 30 m i n .  Les 

cellules sont ensuite lavées e t  uti l isées pour les  cultures de 
7 granul omes dans différentes combi nai sons. 10 ce1 1 u l  es dont 30 % 

d'adhérentes riches en macrophages e t  70 % de non adhérentes sont 

additionnées dans chaque f l  acon decu'l ture . Avec un tel me1 ange, 

nous pensons être  dans 1 es normes de 1 a composi ti on ce1 1 u l  a i re  

normale de la rate  des souris infectées qui est  de 20 à 30 % de 

macrophages par rapport aux ce1 1 ul es total es. 

L'exi stence de globules rouges e t  d'une quanti t é  importante 

de lymphocytes (environ 80 %) au niveau de l a  rate occasionne 

des difficultés d'obtention des cellules' adhérentes à partir  des 



suspensions de ce1 1 ules spléniques totales. C'est pourquoi , dans 

une première approche (fig.  9), nous avons u t i l i sé  des macrophages 

péritonéaux (faciles 3 récolter en grande proportion) e t  des cellules 

non adhérentes issues de la  rate. 

Au cours de cette expérience, nous avons constaté que 

1 ' intensité des réactions ce1 1 u l  aires v i  s-à-vi s des oeufs est  

relativement faible. Pour pal1 ier  ce problème - -- e t  pour confirmer 

les  résultats de la première expérience ( f ig  . 9 ) , nous avons u t i  1 i sé 

des macrophages de la rate (fig.  10). Les deux types d'expérimentation 

offrent des résultats complémentaires, al lant dans 1 e même sens : 

Considérons dans un premier temps uniquement les  résultats 

impl iquant les  ce1 1 ul es de souris infectées par S. mansoni ; Tout  

d'abord, en absence de traitement par l e  tri peptide, l e  f a i t  de 

combiner 30 % de ce1 lules adhérentes e t  70 % de ce1 1 ules non adhé- 

rentes (An + Nn) pour les cultures de granulomes donne sensiblement 

les mëmes indices granulométriques que les témoins (CSTn) réalisés 

avec des ce1 1 ules spléniques totales. Le fractionnement ce1 1 ul a i re  

ne modifie donc pas la  réaction granulomateuse. 

Quand on t r a i t e  dans l e  mélange uniquement des ce1 1 ules non 

adhérentes (An + N t ) ,  1 e développement de 1 a réaction granul omateuse 

n 'es t  pas affecté. Le TKP est  donc sans effet  sur les ce1 lules non 

adhérentes. En revanche, quand nous traitons dans le mélange seulement 

les ce1 1 ules adhërentes ( A t  t Nn) , 1 a réponse granul omateuse subit 

une réduction significative. Le même résultat es t  obtenu après t r a i -  

tement des deux populations par 1 e TKP ( A t  t N t ) .  Le tri peptide agi t 

donc sur les ce1 1 ules adhérentes. L'inhibition de 1 a formation des 

granulomes es t  aussi obtenue : 



Fig.  9 : Effet du tripeptide Thr-Lys-Pro sur les cellules 

adhérentes ou non-adhérentesaux supports sol ides 1 ors 

de la formation des granulomes in vitro. 

Pour 1 es expéri ences de formation de granulomes 

in vitro, nous avons ut i l isé  des ce1 1 ules de 

souris saines ou infectées par S. mansoni 

On f a i t  intervenir des ce1 lules spléniques totales 

(CST) ou une recombinaison de 30 % de cellules 

péritonéal es adhérentes aux  supports sol ides ( A )  e t  

70 % de cellules spléniques non adhérentes ( N )  

à ces supports. Les cellules sont traitées ( t )  ou 

non ( n )  par l e  t r i  peptide. fich 



Fig.  10 : Effet du tripeptide Thr-Lys-Pro sur les cellules 

adhérentes e t  non adhérentes aux supports sol ides 

lors de l a  formation des granulomes i n  vitro. 

Les cultures sont réalisées avec des cellules 

spl éni ques de souri s sai nes ou infectées 

par S. mansoni 

On f a i t  intervenir des ce1 l u 1  es spléniques totales 

(CST) ou une recombinaison de 30 % de ce1 1 ules 

adhérentes aux supports solides ( A )  e t  70 1 de 

cellules non adhérentes ( N )  à ces supports. 

Les cellules sont traitées ( t )  ou non ( n )  par le 

tri peptide. @ LILLE 



1') en t r a i t a n t  par l e  TKP les  c e l l u l e s  spléniques non fractionnées 

(CSTt) , ce qui confirme 1 ' in te rvent ion  du 

tri peptide dans l e  processus d' i n h i b i t i o n  ; 

2') par simple appauvri ssement des ce1 1 ules spléniques en ce1 1 ules 

adhérentes (Nn). Ce r é s u l t a t  témoigne de 1 'importance des 

ce1 1 ules de type macrophagique dans 1 a formation des granul omes. 

S i  1 ' on consi dere 1 es i n d i  ces granul ométri ques obtenus en 

u t i l i s a n t  des c e l l u l e s  spléniques de souris saines comme é tan t  l a  

base de 100 % de réduct ion de l a  réponse granulomateuse, 1 e taux 

d' i n h i b i t i o n  de ce t te  réact ion par 1 e tri peptide, pour 1 es expéri ences 

CSTty A t  + Nn e t  A t  + N t ,  es t  d'environ 50 %. 

En concl us i  on, 1 es ce1 1 ules adhérentes seul es semblent affectées 

par 1 'ac t ion  i n h i b i t r i c e  du TKP. Par a i  11 eurs , 1 ors de 1 ' add i t i on  

de ce peptide au départ des cu l tures de granulomes, nous avions moins 

de ce1 1 ules de type macrophage venant s'accrocher aux oeufs. Nous 

avons donc pensé que l e  tri peptide pou r ra i t  i n h i  ber l a  migrat ion des 

macrophages. 

3 . 2 . 6 .  EFFET DU.TKP SUR LA MIGRATION DES MACROPHAGES PERITONEAUX 

VIS-A-V IS  DE L '  ANTIGENE SOLUBLE DES OEUFS (SEA) 

Nous avons t r a i t é  ou non l e s  macrophages par du TKP à 

2 .10-~ moles x 1-1 pendant 30 min. Les ce1 l u l e s  sont ensui t e  

mises en présence du SEA dans des chambres destinées aux tes ts  

de migrat ion ce1 1 u la i re .  
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Fig. 11 : Migration des macrophages péritonéaux vis-à-vis de 

1 'antigène soluble des oeufs de S. mansoni ( S E A ) .  

La suspension ce1 1 ulaire provient de souri s BALB/C 

saines. Elle est constituée de 85 % de macrophages, 

non traités. 



3.2.6.1. Migration des macro~haaes ~éritonéaux vis-à-vis du SEA (f iq .  11) 

Les macrophages péritonéaux sont obtenus à 85 % de pureté 

à partir  de souris BALB/C saines, de sexe male,et pesant approxima- 

tivement 24 g chacune. Pour chaque expérience un 1 ot  de 10 souris 

a ét6 u t i  1 isé. Nous avons employé, pour 1 ' essai chimiotactique , 

toute une gamme de concentration du SEA (20, 40, 100, 200 e t  

300 $9 x ml-l en sol ution dans du m i  1 ieu MEM supplément8 

de 10 % de sérum de veau foetal décomplément6. Le composant C5a 

du complément ser t  de témoin posit if .  

La figure 11 reprêsente en ordonnées l e  nombre de ce11 ules 

ayant migrées par champ microscopique (Gr. 10 x 10). Les expériences 

sont réalisées en trois ou quatre exemplaires avec 2 répétitions. 

Les résul ta ts  montrent qu ' à  partir de 40 ,ug.rnl-' de SEA, la  

migration ce1 1 u l  aire es t  augmentée signifi cati vement. L'effet chimio- 

tactique l e  pl us élevé est  obtenu pour 100 pg.ml 'l de SEA. Nous 

avons observé pour les deux répétitions, une chute du nombre de 

cellules par champ pour  200 ,ug.ml-' suivi d'une augmentation à 

3.2.6.2. Effet du TKP sur l a  migration des macrophages 

- Macrophages non immuns ( f ig .  12a) 

Lorsque nous traitons 1 es ce1 1 u l  es adhérentes péritonéales 

de souris BALB/C saines par l e  TKP, leur migration vis-à-vis du 

SEA se trouve inhibée de plus de 80 % par rapport aux  cellules 

n'ayant pas subi de traitement. 



Fig. 12 : Inh ib i t ion  de l a  migration des macrophages péritonéaux 

vis-à-vis de l 'ant igène soluble des oeufs de S .  mansoni. 

La suspension ce1 1 u l a i  r e  provient : 

a. de souris BALB/C saines e t  contient 85 % de 

macrophages ; 

b. de souris CBA/J infectées par S. mansoni e t  

contient 75 % de macrophages. 

Non t r a i t é s  

Trai tés par 10 pg.ml-l de TKP pendant 30 min. 
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., Macrophages immuns ( f i g .  12b)  

Les ce1 1 ules adhérentes contenant environ 80 % de macrophages 

sont issues de souris CBA/J a leur 8eme semaine d'infection par 

S. mansoni . 
La f i  gure 12b représente l e s  résul t a t s  de deux expériences. 

Le traitement préal ab1 e des macrophages par 1 e TKP i n h i  be d ' envi ron 

68 % 1 eur m i  grati on en réponse à 1 ' antigène soluble des oeufs. 

3.2.7. FORMATION DES GRANULOMES I N  VITRO EN UT IL ISANT  DES CELLULES 

SPLENIQUES TOTALES DE SOURIS CBA/J INFECTEES PAR S. MANSONI 

AYANT SUBI  UN TRAITEMENT I N  V IVO PAR LE TKP 

Les souris CBA/J 'miiles, infectées depuis 6 à 7 semaines par 

S. mansoni , sont traitées par des injections i ntrapéri tonéal es 

de solution de TKP dans de 1 ' eau physi 01 ogique pendant au moins 

quatre jours ( 5 0  ,ug par souris e t  par jour). Les souris sont ensui t e  

sacri fiées, 1 es rates prélevées, 1 avées p u i  s u t i  1 i sées après écra- 

sement pour les  cultures de granul ornes. Trois jours après la  mise 

en culture des ce1 1 ul es ,  1 es réactions granul omateuses sont déter- 

minées par l e  calcul de 1 'indice granulométrique. 

La figure 13 montre que l e  traitement i n  vivo des souris 

par l e  TKP réduit 1 a formation des granul ornes dans 1 es cul tures. 

Dans ce cas, 1 'indice granul ométrique est  ramené presque au niveau 

de ce1 u i  correspondant à 1 ' expérience témoin réal i sée avec des 

cellules spléniques de souris infectees, appauvries e.n 

ce1 l ules adhérentes ; e t  l e  pourcentage d '  inhibition calculé 

par rapport au témoin u t i  1 isant des ce1 1 ules spléniques total es 

de souris syngéniques saines est  d'envi r o n  70 %. 



Fig. 13 : Formation des granulomes in vitro u t i  1 i sant des ce1 1 ules 

spléniques de souris infectées par S. mansoni e t  ayant 

subi un traitement i n  vivo par le  tripeptide 

Thr-Lys-Pro. 

Cultures u t i  1 isant des ce1 1 ules spléniques totales 

de souris infectées par S. mansoni . 
A. Non traitées.  

8. Trai tees in vivo par l e  tripepti de, si gnifi cativement 

différent de A ( P B  < 0,001 ) . 
Cultures ut i l isant  des cellules spléniques de souris 

infectées par S. mansoni, appauvri es en ce1 1 u l  es adhé- 

rentes aux supports .sol ides. 
....... :. 
z:3s Cultures uti l isant des cellules spleniques totales de 

souri s saines . 



11 es t  donc raisonnable de penser que l e  tripeptide Thr-Lys-Pro a 

un effet  i n  vivo. La réponse granulomateuse plus faible i n  vitro e s t  

probablement l a  conséquence d'une interaction chez 1 'animal entre 

les cellules de la 1 ignêe mnocytaire e t  l e  TKP. Cette interaction 

pourrait se traduire : 

- soi t  par une réduction du taux de macrophages dans l a  rate suite 

a 1 'inhibition éventuel l e  de la migration des monocytes vers cet  

organe lymphoïde. En effet ,  lorsqu'on t r a i t e  les souris par l e  

TKP, nous avons un nombre relativement réduit de macrophages au 

niveau de l a  rate (12 % au lieu de 20 à 25 %) ; 

- soi t  par un e f fe t  inhibiteur direct q u i  s'exercerait sur la popu- 

lation macrophagique au niveau de l a  rate ; 

- s o i t  par les  deux mêcanismes à l a  fois. 

3.2.8. EFFET DU TRIPEPTIDE THR-LYS-PRO ET DE SES ANALOGUES PROTEGES SUR 

LES GROUPEMENTS AMINE ET CARBOXYLIOUES (ACETYL-THR-LYS-PRO ET THR- 

L Y S - P R O - A M I D E ~ U R  LA FORMATION DES GRANULOMES IN VITRO. 
- 

Le tripeptide TKP, p r o d u i t  de dégradation de la molécule d '  IgG, 

a é té  testé pour la  formation des granulomes autour des oeufs 

pondus in vitro par les schi stosomes, sous 3 f o m s  différentes : 

Thr-Lys-Pro, Thr-Lys-Pro-amide e t  Acétyl -Thr-Lys-Pro . 
Les résultats exprimés par l a  figure 14 montrent que les t rois  

produits pepti diques, u t i  1 isés à 1 a même concentration de 

4.  IO-^ mol es x 1 -' ,rédui sent 1 a réacti on granul omateuse résul tan t  

de 1 ' interaction entre 1 es ce1 1 ules spléniques tota1,es de souris CBA/J. 



Fig. 14 : Effet du tri peptide Thr-Lys-Pro et ses analogues 

protégés sur la formation des granulomes in vitro. 

Cultures utilisant des ce1 lules spléniques totales 

de souris infectées par S. mansoni. 

A. Non traitées 

B, C et D. Respectivement traitées par Thr-Lys-Pro, 

Acétyl -Thr-Lys-Pro et Thr-Lys-Pro-amide et si gnifica- 

tivement différents de A (PB = 0,01 ; Pc=0,003 ; 

PD = 0,001 ) . 
Cultures utilisant des ce1 lules spléniques de souris 

infectées, appauvri es en ce1 1 ul es adhérentes aux 
/RUS 

supports sol ides. 3 
Cultures utilisant des cellules spléniques totales , 

de souris saines. 



in fectées par S. mansoni e t  l e s  oeufs du parasi te.  Nous obtenons 

pour l e s  t r o i s  types de traitement, des ind ices granulométriques 

. se rapprochant de ceux correspondant aux témoins négat i fs .  

L ' adjonct i  on au tri peptide Thr-Lys-Pro de r a d i  Caux acétyl  

ou amide, n 'a f fec te  donc en r i e n  son apt i tude à i nh ibe r  l a  f o m -  

ti on de granul ornes i n v i  t r o  . 
Pour l e s  tes ts  i n  vivo, il e s t  donc préférable d ' u t i l i s e r  

l e s  formes protégées du TKP pour é v i t e r  de probables dégradations 

peptidasiques . 



3.2.9. DISCUSSION ET CONCLUSION 

Ce travai 1 permet de montrer que certains peptides appartenant au 

second domaine constant de la  molécule d' IgG, inhibent la  formation des 

granulomes i n  vitro autour des oeufs de S. mansoni . L'effet inhibiteur 

es t  maximal pour l e  tri peptide Thr-Lys-Pro (TKP) e t  diminue apres 1 ' ad- 

jonction des acides aminés supplémentaires en position NH2. Ces résultats 

concordent avec ceux obtenus par Auriault e t  coll . , en 1980, q u i  o n t  

mis en évidence 1 ' i n h i  bition de différentes fonctions des macrophages 

par des peptides obtenus après 1 'hydrolyse des IgG par les protéases 

sécrétées par 1 es schistosomules. Dans ce cas égal ment, 1 'adjonction des 

acides aminés en positions terminales ( N H 2  e t  COOH) du tripeptide TKP 

réduisait 1 'activité inhi b i  tr ice du peptide (Auriaul t e t  col 1 ., 1983). 

La séquence des acides aminés Thr-Lys-Pro constituerait donc le siege d 'un  

siate actif camouflé au sein de la chaîne polypeptidique. L '  inhibition de la 

formation des granulomes a lieu pendant les premières étapes du développement 

de cette réaction ce1 lulaire. El l e  f a i t  intervenir uniquement les ce1 lules 

adhérentes aux supports sol ides,. appartenant essentiel lement à 1 a 1 ignée 

monocytaire. Nous avons aussi montré que le  TKP inhibe l a  réponse 

chimiotactique des macrophages vis-à-vis de 1 ' anti gène sol ubleades 

oeufs (SEA). Ceci corrobore les travaux ci' Auriault e t  coll. en 1983 

q u i  ont montré une importante réduction de la mobilité e t  des capacités 

phagocytaires des macrophages par 1 e TKP. 

L' i n h i b i t i o n  du développement de 1 a réacti on granul ornateuse par 1 e 

TKP se ferait  donc au moins en partie par l e  biais de 1 'inhibition de 1 a 

migration des macrophages. En effet ,  1 es macrophages sont les premières 

ce1 1 ules venant au contact des oeufs (von Lichtenberg, 1962 ; Bentley e t  col 1 . , 
1982). I ls  sont indispensables à la formation des granulomes t a n t  i n  v i v o  

(Boros e t  Warren, 1971) qu' in vitro (Doughty e t  Phi 11 ips, 1982a). 



D'autre part,  les macrophages synthétisent des monokines (ILI) (Mizel 

e t  Mizel, 1981) dont l 'un des rôles es t  de stimuler la  prolifération des 

lymphocytes T [Oppenheim e t  coll ., 1976) e t  des fibroblastes (Wyler e t  

Rosenwasser, 1982). L'inhibition de la production d'IL1 par les macrophages 

sous l ' e f f e t  du TKP (Auriault e t  coll ., en cours de publication) pourrait 

être un facteur essentiel de la modulation de la formation des granulomes 

par l e  TKP. En e f fe t ,  bien que la cible so i t  le  macrophage, d'autres 

cellulescomme les lymphocytes e t  les fibroblastes qui sont des composants 

essentiels du granulome pourraient ê t re  affectées. On pourrait donc en con- 

clure qu'outre l a  migration des macrophagesileur aptitude à coopérer avec 

d'autres cellules pourrait ê t re  altérée en présence du TKP. Ceci d 'ai l leurs 

a posé l e  problème de 1 a vocation pharmacologique de ce t r i  peptide dans 

d'autres domaines que 1 es infections parasitaires. En e f f e t ,  la formation 

des granulomes autour des oeufs de schistosomes es t  un  exemple de réaction 

cellulaire de type inflammatoire. Puisque les macrophages sont souvent 

associés à ce type de réaction e t  vu 1 'action inhibitrice du TKP sur ces 

ce1 1 ules , on pourrait envisager 1 'emploi de ce t r i  peptide comme agent 

anti-inflammatoire. D'autre part,  bien que mi se en évidence in vitro,  

1 'interaction entre les peptides d '  IgG e t  les granulomes via les macro- 

phages pourrait s ' inscrire dans 1 e mécanisme de protection du parasi t e  

contre la  réponse immunitaire de son hôte. En ef fe t ,  l e  TKP provient du 

second domaine constant de la molécule d '  IgG (Auriault e t  col l . ,  1983). 

Puisque la phase tardive de l ' infection des animaux par les schistosomes 

(phase chronique) es t  caractérisée par une synthèse accrue d ' anticorps 

(Oberlin e t  Weiss, 1977), en particulier ceux appartenant à la classe 

IgG (Boros e t  coll . , 1982), ces anticorps pourraient contribuer à l a  

régulation de la réponse granulomateuse après leur clivage par des enzymes 

parasitaires . Ceci pourrait donc expliquer 1 a diminution de 1 a formation 

des granulomes dus aux oeufs de S.  mansoni lors de la phase chronique de 



1 ' infection par ce parasi te ,  s'accompagnant d'une réduction des propriétés 

phagocytai res des macrophages i sol és des granul omes (Wel hansen e t  Boros , 

Le rapprochement de ces différents travaux nous permet 

d 'envisager une dégradation de 1 ' IgG soi t par voie catabol i que, soi t sous 

l ' e f fe t  d'enzymes sécrétées par les oeufs ou les schistosomes. 11 pro- 

duirait ainsi des fragments peptidiques ayant des propriétés inhibitrices 

vis-à-vis des macrophages e t  par conséquent des granul omes en formation. 

Dans l e  cas d'une réinfection en phase chronique, les IgG pourraient 

être  dégradées apres leur fixation sur l a  membrane des schistosomules e t  

1 i bèreraient des peptides similaires au TKP, ou du TKP lui-même, qui  

empêcheraient 1 a formation de nouveaux granulomes . 
En 1975, Kotkes e t  Pick o n t  démontré que des complexes immuns 

sol ubles contenant 1 ' IgG2 immobil i sent 1 e s  macrophages i n  vitro. Cet 

ef fe t  inhibiteur e s t  aboli lorsque l'anticorps es t  dépourvu de son fragment 

Fc. Cette partie de l a  molécule es t  donc impl iquée dans 1 ' inhibition des 

macrophages. En e f fe t ,  des peptides résultant de la  portion Fc 

- de 1 ' 1gG sont capabl es d '  inactiver 1 es macrophages 

i n  vitro (Auriaul t e t  col 1 ., 1980). In vivo, les  ce1 Iules phagocytaires 

pourraient dégrader les  complexes anticorps-antigènes formés au voisinage 

des oeufs tardivement au cours de 1 ' infection par S. mansoni (von Lichtenberg 

e t  col 1 . , 1966). Dans 1 e cas où 1 ' IgG sera i t  impl iquee dans la compl exati or 

des antigènes d'oeufs, i l  y aurait 1 ibération de peptides de son fragment 

Fc qui  aùraient une activité en retour sur les macrophages e t  donc sur 

1 es granul omes en dével oppement. 

Les hypotheses que nous venons de formuler viennent s'ajouter au 

schéma de régulation de la réaction ce1 lu1 aire due aux oeufs de schistoso- 

mes ; cette régulation f a i t  intervenir des lymphocytes T suppresseurs e t  des 



anticorps. Ces derni ers agi raient par compl exati on des anti gènes sécrétés 

par les  oeufs (Pelley e t  Warren, 1978). 

Nous obtenons généralement 50 W d'inhibition de la  réaction granu- 

lomateuse i n  vitro par l e  TKP. Sachant que ce peptide agi t  uniquement sur 

les 'ce1 1 ules de type macrophage, ce résultat suggère deux expl ications 

possibles : 

- 1 a premiere supposant 1 ' exi stence d '  un mécani sine compensatoi re 

qu i  f e ra i t  intervenir les  autres ce11 ules du granulome 

- 1 a deuxième qui  consiste en une action sélective du TKP sur une 

ou p i  usieum populations de macrophages. 

Cette deuxieme hypothèse paratt pl us pl ausi bl e e t  nécessi t e  

donc une véri f i cati on. 

Notre étude de 1 ' effe t  du TKP sur 1 a formation des granul omes 

i n  vitro a &té  restreinte 3 1 ' action exercée par ce produit sur 1 a 

migration des macrophages. Ces travaux méritent d 'ê t re  étendus : 

- d'une part au processus de coopération ce1 1 ulaire au niveau 

du granulome, notamment en considérant 1 ' action qu ' exercerait 1 e 

TKP sur l a  synthèse de monokines ( I l l )  dont on connaît 1 'effet  s t i -  

mulant de l a  pro1 ifération des lymphocytes T e t  des fibroblastes. 

- d'autre part, à 1 %effet eventuel du TKP sur l a  synthëse d e  collagène 

par les  fibroblastes permettant ainsi de cimenter les différents compo- 

sants cellulaires du granulome. En effet ,  nous avons montré que ce 

peptide agi t  sur les populations ce1 1 u1 aires adhérentes aux supports 

sol ides comprenant essentiel 1 ement des macrophages mais aussi des 

fibroblastes. 

Enfin, une étude in vivo s'avère nécessaire. Dans ce cas, 

l 'u t i l i sa t ion  du TKP sous ses formes protégées sera i t  souhaitable, 

pour pal 1 i e r  d-  ' éventuel Tes dégradations protéasi ques du pepti de. 
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Hous avons mis en hi dence 1 ' i nhi  b i  t i o n  de 1 a formation des granulomes 

b i  1 harzlsns (Schi s tosom mansoni ) i n  v i  t r o  par l e  tri peptide Thr-Lys-Pro (TKP) 
\ "  

provenant de l a  region CH2 de l'immunoglobuline G (IgG). L ' i n h i b i t i o n  a l ieu t w x  

premiers stades du dtlveloppement des granulomes autour des oeufs du paras i te  c r t  

I 
f a t  t i n te rven i r  uniquement l e s  ce1 1 ules adherentes aux suppor'ts sol  ides. Ces dernieres ;,' 

sont cmst i tu4es essentiel lement de macrophages dont divers travaux antér ieurs 
4 

mt mont?% l e  r 8 l e  inducteur dans l a  formation des granulomes. 'D'autre part, nous 

avons mntre que l e  TKP inh ibe l a  migrat ion des macrophages vis-8-vis de 1 'antigene " 

wluble des oeufs de S. ntansoni. Tres récement, il a et6 demont* que l e  TKP 

affaçts d'autres fonctions effectr ices e t  &tabol igues des macrophages qui pormetta.n 

!"w c?elluleo d'exercer l e u r  r8Fe imunologique. L ' i n h i b i t i o n  de 1 a formation des 

~ ~ ~ # 1 ~ r  - . " l l l l l  

par l e  TKP se f a i t  donc au moins en p a r t i e  v ia  les  macrophages. 
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