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R É S U M É  

La technique de marquage par 1 ' lZ51 en présence de lactopéroxydase 

nous a permis d'envisager l 'é tude des antigènes exposés à la surface du  

parasi t e  de S.mansoni e t  susceptibles d ' ê t r e  impl iqués dans les mécanismes 

d'immunité à la réinfection par l e  parasi t e .  

A la surface du schistosomule, nous avons pu ident i f ie r  4 antigènes 

majeurs de poids moléculaires t r è s  proches en gel de polyacrylamide-SDS 

( 40K, 38K, 37K e t  32K ) e t  de points isoélectriques identiques. Ces antigènes 

sont immunopréci pi tés  par les  anticorps élaborés lors de 1 ' infection expé- 

rimentale ( r a t ,  souris e t  singe ) e t  humaine; seule la molécule 38K e s t  

préci pi tée  par un anticorps monoclonal anti -S .mansoni de sous-classe IgG2a 

( IPLSml ) dont les ac t iv i tés  biologiques protectrices ont é t é  mises en 

évidence in vi t ro e t  in vivo chez l e  r a t .  

Les études réalisées sur les  parasites prélevés à différents stades 

de leur développement, indiquent que les  anticorps IPLSml se fixent préféren- 

tiellement à l a  surface des stades larvaires ( cercaire,  schistosomule ) 

e t  q u ' i l s  reconnaissent un antigène 115K parmi les  produits d'incubation 

des schi stosomes adultes.  Ces résu l ta t s  viennent étayer,  à 1 'échelle molécu- 

l a i r e ,  l'hypothèse selon laquelle l'immunité concomitante dans la schisto- 

somiase s e r a i t  stimulée par des composants dérivés de vers adultes. 

Les résul ta ts  de l 'analyse de la réponse humorale chez l'homme 
1 

confirment l'immunogénicité importante des antigènes 30-40K: 97% des patients 
C 

étudiés présentent des anticorps anti  30-40K e t  la réponse humorale e s t  
1 

maximale entre  10 e t  20 ans, lorsque l a  fréquence e t  1 ' in tens i té  de 1 ' infec- 



tion dans les  zones endémiques sont aussi les  plus importantes. On peut donc 

considérer que 1 a réponse anti -38K en parti  cul i e r  puisse ê t r e  'un marqueur de 

l ' in fec t ion  par les  schistosomes e t  envisager l 'appl icat ion des anticorps 

IPLSml dans l e  diagnostic de la  maladie. 

Les premiers essais d'immunisation contre les  antigènes 3 8 K  e t  11SK 

ont montré qu ' i l  e s t  nécessaire de définir  aussi bien l e  mode de présentation 

des antigènes que l a  structure exacte de l 'épi tope spécifique des anticorps 

protecteurs pour espérer obtenir une vaccination efficace.  L'analyse biochi- 

mique des antigènes suggère que 1 'épitope s o i t ,  au moins en part ie ,  de nature 

glucidique e t  la  détermination de sa structure e s t  en cours. 
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Les maladies parasi ta ires  sont encore de nos jours des 

causes importantes de mortalité e t  de morbidité dans l e  monde. 

Seconde endémie mondi a l e  après 1 e pal udi sme, 1 a bi 1 harziose ou 

schistosomiase a t t e in t  environ 250 mil1 ions d'individus. Cette 

maladie e s t  l i é e  à une infection par des trématodes digénétiques 

de 1 a fami 1 l e  des Schi stosomatidae e t  transmise par 1 ' intermédiaire 

de mol 1 usques. 

Trois espèces de schistosomes affectent l e  plus couramment 

1 ' homme : Schi stosoma haematobium (Bi1 harz, 1852 ; bieini.an.b, 1858) 

responsable de l a  bilharziose urinaire ou vésicale,  Schistosoma man- 

soni (Sambon, 1907) agent de la  bilharziose in tes t ina le  e t  Schisto- - 
soma japonicum (Katsurada, 1904) affectant pl us spécial ement 1 e 

système artério-veineux. 

L'infection expérimentale à S. mansoni e s t  relativement 

f a c i l e  à é t a b l i r  chez l e s  rongeurs e t  cela a considérablement favo- 

r i s é  1 'étude des différents  stades du  parasite e t  l a  compréhension 

des manifestations immunopathol ogi'ques 1 iées à sa présence dans 

l'organisme. En e f fe t ,  s i  l a  majorité des hôtes développent une . 

immunité plus ou moins importante à une réinfection par l e  parasite,  

l a  réponse immune suscitée e s t  cependant inefficace sur l a  population 

des parasi t e s  de 1 a première infection qui peuvent a lors  survivre 

t r è s  1 ongtemps chez 1 ' hôte infesté .  

Les travaux effectués durant ces quinze dernières années 

ont surtout visé ,  grâce à 1 'établissement de modèles d ' infection 

expérimentale, à analyser les  relations existant entre l 'hô te  e t  

l e  parasite e t  plus spécialement les  mécanismes -régissant à l a  fo i s  



l a  destruction des larves infestantes e t  l e  maintien de l a  population 

parasi t a i r e  initialement établ ie .  Différents systèmes de cytotoxicité 

dépendant de l a  présence d'anticorps spécifiques de S. mansoni ont 

é t é  mis en évidence in v i t ro  ; ceux-ci sont efficaces uniquement 

sur les  premiers stades larvaires du parasite e t  suggèrent 1 'existence 

d'antigènes cibles déf inis  à l a  surface des larves.  C'est en particu- 

l i e r  l a  démonstration de ces mécanismes qui a motivé notre intérêt  

pour l 'é tude des antigènes de surface de S. mansoni impliqués dans 

1 es réactions de défense inununi t a i  re de 1 'hôte. 

Avant d'aborder les  résu l ta t s  de notre contribution à 1 'étude 

de ces antigènes, nous présenterons bri èvement 1 e cycl e du parasi t e  

e t  résumerons les nombreuses données acquises relat ives  au développe- 

ment d ' u n  é t a t  d'immunité chez l ' hô te .  



GENERAL ITES 



1. LE CYCLE DE S. MANSONI ET SES DIFFERENTS STADES D'EVOLUTION 

A. Description du cycle 

La schistosomiase à S. mansoni sévi t  surtout dans les  régions 

tropicales e t  subtropicales de l'Afrique e t  de l'Amérique du Sud, 

où  l 'on compte au moins 10 espèces différentes de Planorbes (genre 

Biompha1aria)capables d'assurer l e  cycle du parasite.  Lorsque les  

conditions de température de 1 'eau e t  de lumière sont favorables, 

les  mollusques aquatiques l ibèrent des larves infectantes ou cercaires,  

e t  c ' e s t  t r è s  précocement,dans l 'enfance, que l'homme s ' i n fes t e  par 

voie cutanée à 1 'occasion de bains. 

L'évolution d u  parasite chez ses deux hôtes successifs e s t  

schématisée dans la figure 1 ( p.4). 

Lorsque l e s  cercaires a pénètrent l a  peau, el l e s  perdent 

leur par t ie  caudale pour se transformer en schistosomules a qui 

migrent progressivement vers l e  poumon puis dans l e  foie où i l s  se 

différencient en schistosomes mâles ou femelles @ . Les femelles 

gravides gagnent 1 es capi 11 aires  du système mésentérique pour pondre, 

e t  l e s  oeufs @ , munis d'un éperon l a t é r a l ,  traversent l a  paroi 

intest inale  pour ê t r e  éliminés dans les  se l les .  L'éclosion de 

1 'oeuf se produit au contact de 1 'eau e t  s'accompagne de l a  1 ibéra- 

tion d ' u n  miracidium @, larve c i l i é e  nageant rapidement e t  infes- 

tante pour l e  Planorbe. Le miracidium donne ensuite naissance à un 

sporocyste primaire @ dans 1 equel bourgeonnent des sporocystes 

f i  1 s ou secondaires @ 1 esquel s produisent des cercaires infestantes 

pour l ' hô te  vertébré. 



Figure  1 : Représentat ion schématique du c y c l e  é v o l u t i f  de 

Schistosoma mansoni ( d ' ap rès  GOLVAN Y.J., Eléments 

de p a r a s i t o l o g i e  médicale, é d i t i o n  Flammarion, 1969). 



Au 1 aboratoi re,  l e  cycle expérimental e s t  reproduit chez 

Biomphalaria glabrata e t  Mesocricetus auratus (hamster doré). 

B. Caractéristiques des différents stades évolutifs d u  parasite 

1. La cercaire ----------- 

La cercaire e s t  formée d'une t ê t e  e t  d'une queue bifide,  d'où 

son nom de "furcocercaire". La durée de vie des cercaires s t  brève : 

à des températures comprises entre 20 e t  24OC, e l l e s  perdent presque 

toute leur  ac t iv i té  dans les  8 à 12 heures qui suivent leur  émission, 

probablement par épuisement de leurs  réserves en glycogène. 

L'organi sme e s t  1 imité par une membrane uni t a i r e  recouverte 

d'une couche superfi ciel  1 e de mucus, 1 e glycocalyx. La cercaire 

possède un tube digest i f  primi t i  f apparemment non fonctionnel , 

un système nerveux e t  plusieurs paires de glandes parmi lesquelles 

- on note l e s  glandes préacétabulaires qui se vident lors  de l a  péné- 

t ra t ion  de l 'hôte  vertébré en l ibérant  des enzymes capables de lyser 

l e s  t i s sus .  

2. Le schistosomule ---------------- 

Lors de l a  pénétration de l a  peau, l a  cercaire perd sa par t ie  

caudale. La t ê t e  subi t  immédiatement des transformations morphologiques 

e t  physiologiques, e t  devient schistosomul e .  Le schistosomul e n'a pl us 

l e  glycocalyx cercarien e t  i l  e s t  devenu sensible à l ' e au .  Il prend 

t r è s  v i t e  une forme allongée (100 - 120 P m  de long) e t  acquiert une 

double membrane (membrane heptalaminée) qu ' i  1 gardera jusqu' au stade 

adulte. 

- - 



Des granules de sécrétion contenant de nombreuses membranes 

disposées en cercles concentriques migrent vers l e  tégument e t  leur  

contenu s 'étend à la surface du parasite pour former la  seconde 

membrane du schi stosomul e (1). 

Le schistosomule migre à t ravers  les  t i s sus  e t  i l  gagne en 

général l e  poumon au 6ème jour. A ce stade, i l  mesure 120 à 180 P m  

de long. 

3. Le schistosome -------------- 

Les parasites atteignent leur  maturité sexuelle dans l e  foie .  

Le schistosome mâle e s t  pl us trapu que 1 a femel l e  e t  possède un 

canal gynécophore dans lequel se place l a  femelle. Les vers vivent 

ainsi  appariés dans 1 'organisme. Grâce à sa ventouse ventrale, l e  

mâle s 'ancre aux parois des vaisseaux sanguins e t  r é s i s t e  ainsi au 

courant sanguin. 

L'apparei 1 digesti f des schi stosomes comprend u n  oesophage 

court qui se  divise  en deux branches réunies à l a  partie postérieure 
- 

pour former l e  caecum. Ces parasites sont hématophages e t  chez l a  

femelle en par t icu l ie r ,  1 ' i n t e s t in  renferme un pigment noir d'origine 

sanguine (llhématine)qui rend aisée l a  distinction entre mâle e t  

femell e. 

La longueur des vers mâles e t  femelles varie respectivement 

de 6 à 1 2  mm e t  7 à 17 mm.  Une autre caractéristique intéressante 

de ces parasites e s t  leur  longévité importante qui e s t  de 1 'ordre 

de 2 à 5 ans en moyenne ( Z ) ,  certains schistosomes étant  capables 

de vivre pendant 20 à 30 ans dans l'organisme humain ( 3 ) .  



4. L'oeuf ------ 

Les oeufs sont de te in te  jaunâtre. I l s  ne possèdent pas d'opercule 

mais un éperon la téral  qui les  aide à rés i s te r  au courant sanguin e t  

aussi à pénétrer l a  paroi des veinules. Pendant leur  migration vers la  

lumière intest inale ,  l e s  oeufs opèrent 1 eur maturation en miracidia. 

Un grand nombre d'oeufs restent  séquestrés dans l e s  t issus e t  sont à 

1 'origine des granul omes e t  des réactions inflammatoi res q u i  1 es 

accompagnent. Les oeufs qui parviennent à s'échapper sont éliminés 

dans l e s  se l les  de l 'hôte .  

5. Le miracidium ------------- 

Au contact de 1 'eau, 1 'oeuf éc lo t  e t  1 i bère 1 e miraci di um 

qui devient a c t i f  e t  se propulse grâce à ses quatre rangées de ci 1s 

implantés dans l e s  cellules épidermiques. 11 e s t  pourvu d ' u n  intes-  

t i n  primitif apparemment non fonctionnel e t  quatre ce1 lules à flammes 
& 

constituent 1 'appareil excréteur. Une paire  de glandes sai l  1 antes . 

unicellulaires s'ouvrent à l a  base de l a  papille apicale e t  favori - 

sent par leurs sécrétions la  pénétration dans l e  mollusque. 
-, 

6. Le sporocyste ------------- 

Lorsque l e  miracidium pénètre dans l e  mol lusque hôte qui lui  

e s t  spécifique, i l  perd son revêtement c i l i é ,  ses muscles dégénèrent 

e t  i l  se transforme en sporocyste primaire, contenant des ce l lu les  

germinales qui deviendront en 10 à 15 jours des sporocystes f i l s .  



Contrai rement au sporocyste primai re ,  les sporocystes f i  1 s sont 

mobiles e t  passent dans les glandes digestives e t  1 'ovotestis du 

mol 1 usque. Les ce1 1 ul es  germinal es  se transforment en cercai res qui 

s'échappent du sporocyste f i l s  ; ce dernier se  régénère ensuite e t  

peut ai nsi produi re des cercai res pendant pl usieurs moi S .  

La production de cercaires matures requiert  4 à 5 semaines 

à par t i r  de 1 ' infestat ion du mollusque. 



I I ,  L'IMMUNITE A S. MANSONI 

On peut distinguer deux types d'immunité : l'immunité natu- 

rel  l e  ou résistance à 1 'infection e t  1 'immuni t é  acquise qui confère 

une résistance à l a  réinfection. 

A. Immunité nature1 l e  

Nous exprimerons i c i  par "immunité1' l a  résistance de 1 'hôte 

à 1 ' infection par l e  parasite, que les mécanismes impliqués soient 

ou non de nature immunologique. 

1. Mise en évi dence ---------------- 

Bien qu'une grande variété de mammifères soient des hôtes 

pour S. mansoni, l e  degré d'infection toléré  par chacun d'eux varie 

consi dérablement. Le degré de susceptibil i t é  d ' u n  hôte e s t  déterminé 

par l a  mesure du pourcentage de vers pouvant se  développer, la t a i l l e  

de ces vers, leur capacité à pondre des oeufs viables e t  l'importance 

des mani fes tations irnmunopathologiques observées. 

Parmi l e i  animaux de laboratoire, l e  hamster e s t  considéré 

comme l 'hô te  l e  plus permissif e t  constitue donc un hôte de choix 

pour maintenir l e  cycle de S.  mansoni. La souris e s t  également un 

hôte t r è s  susceptible au parasite mais l e  nombre de schistosomes 

matures e t  d'oeufs viables récupérés chez ce t  animal demeure infé- 

r ieur  à celui obtenu chez l e  hamster. 

Le lapin e t  l e  cobaye tolèrent l e  développement des schisto- 

somes mais ces derniers ne produisent pas d'oeufs. 



Le r a t  e s t  un hôte spécial pour S. mansoni car s i  les parasites 

peuvent migrer jusqu'au foie ,  la  majorité d 'entre eux sont éliminés 

en t re  la 4ème e t  l a  6ème semaine suivant l ' in fec t ion  ( 4 ,  5 ) .  Chez l e  

singe Rhésus, hôte t r è s  susceptible à S. mansoni, on observe également 

lo r s  d'infections massives, une réduction du degré d' infection après 

8 à 1 2  semaines d' infection, se  traduisant par une décroissance bruhale 

du nombre d'oeufs émis e t  la  mort de la  plupart des parasites (6, 7 ) .  

L'homme s e  comporte comme un hôte susceptible à S. mansoni 

chez q u i  les schistosomes peuvent survivre t rès  longtemps. I l  présente 

en général un niveau d'infection s table  à l 'âge adulte. 

En pl us des différences spécifiques d'espèce, des variations 

dans la suscept ibi l i té  à l ' infection peuvent apparai t r e  au sein d'une 

même espèce. CARDOSO (1953) o6servait que l a  race noire humaine é t a i t  

p l u s  résistante à 1 'infection que la  race 6lanche (8) e t  ce phénomène 

de suscept ibi l i té  génétique fu t  ensuite démontré, chez la  souris en 

part icul ier ,  grâce à 1 ' u t i l i s a t ion  d'animaux de souches différentes (9 ) .  

2. Mécanismes ---------- 

Différentes hypothèses ont é té  émises pour expliquer l ' immu- 

n i  t é  variable des hôtes à 1 ' infection. 

La pénétration des cercaires à travers la peau étant  dépen- 

dante de mécanismes enzymatiques (IO), certains auteurs pensèrent que 

la  suscept ibi l i té  de l 'h8 te  é t a i t  l i é e  à l a  densité e t  au degré de 

polymérisation des glycoprotéines constituant sa barrière cutanée (11).  

D'autre part  KAGAN e t  LEVINE (1956) rel ièrent l ' ac t iv i té  cerca- 

r ic ide du sérum de l 'hôte  à sa suscept ibi l i té  à l ' in fec t ion  (12). 



Enfin, PURNELL (1966) observa que les vers mâles de S. haema- 

tobium récupérés chez l e  hamster mâle é ta ien t  plus développés que ceux 

obtenus chez l e  hamster femelle e t  ce t  auteur suggéra que l e  sexe de 

1 ' hôte puisse i nf 1 uencer 1 'équi 1 i bre sexuel de la  population parasi - 
t a i r e  (13), L'effet  des hormones sexuelles sur l e  développement des 

parasi tes f u t  également étudié. 11 f u t  ainsi  démontré que 1 ' injection 

de testostérone à des souris infestées réduisait  l e  nombre d'oeufs 

émis par l e  parasite (14) e t  que l 'administration d'anti-testostérone 

conduisait à l a  disparition des tes t icules  chez les  vers mâles en 

même temps qu'à 1 'involution des ovaires chez l e s  femelles (15). 

La résistance du r a t  albinos e t  du singe Rhésus se manifeste 

sur tout  par l e  phénomène d i t  de "self-cure", c 'est-à-dire,  l 'él imina- 

tion brutale de l a  majorité de l a  population parasi t a i r e  après quelques 

semaines d' infection ( 4  - 7 ) .  Ce phénomène de "self-cure" e s t  r e l i é  

chez l e  singe Rhésus à 1 'importance de 1 ' infection i n i t i a l e  e t  on 

peut donc supposer qu ' i l  s o i t  fonction du degré du stimulus antigé- 

nique procuré e t  en conséquence, dépendant du niveau d '  immunité induit  

(16). Cependant, bien que CHEEVER e t  POWERS (1969) aient aussi observé 

que l e  pourcentage de vers détrui ts  e s t  plus fa ib le  dans l e  cas de 

singes ayant subi une splénectomie (17) ,  i l  demeure encore d i f f i c i l e  

de f a i r e  la part exacte des mécanismes imunologiques impliqués dans 

ce phénomène de "self-cureu. De même, l e s  études de CIOLI e t  a l  sur  - 
l a  résistance à 1 'infection de r a t s  thymectomisés ont abouti à l a  

conclusion que l e s  mécanismes immunitaires ne peuvent ê t r e  qu'en part ie  

responsables de 1 ' é t a t  non-permissif du r a t  (18). 



B. Immunité acquise 

I l  ne f a i t  aucun doute que 1 'homme e t  les  animaux acquièrent, 

comme contre t o u t  agent infectieux, une immunité vis-à-vis des schis- 

tosomes. Cependant, ce t te  immunité s'exprime di fferemment de 1 ' immunité 

anti-bactérienne car  s i  1 'hôte infecté devient immun à l a  reinfection 

par l e  parasi t e ,  i l  res te  incapable de se  débarrasser de l a  population 

de vers é tab l ie  lors  de l a  prenière infection. Cet é t a t  a é té  appelé 

"immunité concomi tante" (19),  par analogie à 1 a s i tuat ion préal ablement 

observée dans 1 ' immunité anti-tumoral e (20). 

1. Mise en évidence de 1 'immunité acquise ................................. ---- 

Les résu l ta t s  rapportés de nombreuses études épi démiol ogi q u e ~  

indiquent que l'homme acquiert une immunité aux schistosomes. De nom- 

breux auteurs ont trouvé que dans l e s  zones endémiques, la  schistoso- 

miase e s t  surtout une maladie des personnes jeunes e t  que dans les  

tranches d'âge plus avancé, on a s s i s t e  à une diminution du nombre 

d'oeufs émis e t  un effacement des symptômes qui sont habituellement 

associés. La fréquence e t  l ' i n t ens i t é  de 1 ' infection par S. mansoni 

sont maximales entre 10 e t  20 ans (21, 22)  e t  1 'idée que 1 'immunité 

puisse ê t r e  l e  facteur contrôlant la  fréquence de la schistosomiase 

dans les zones endémiques a é t é  largement admise (23). On ne peut 

cependant pas exclure que lariduction de l a  maladie chez l e s  personnes 

âgées, ne puisse aussi ê t r e  la conséquence d'expositions moins fré- 

quentes à 1 ' infection et/ou 1 e résu l ta t  d'une kérati nisation progres- 

sive de la peau avec 1 'âge. 
1 

La plupart des études directes de l a  résistance à l a  réinfec-- 

tion ont évidemment é t é  réalisées sur les animaux d'expérience. 



Différents auteurs ont !étudié . l a  résistance à l a  réinfection du 

singe (6 ,  24 - 26) e t  bien que leurs résul ta ts  ne soient pas 

toujours concordants quant à l a  dose nécessaire de cercaires infes- 

tantes ou l e  délai observé dans l 'apparit ion de la protection, une 

résistance complète à l ' infect ion f u t  démontrée chez ce t  animal. 

PEREZ e t  a l  démontrèrent que chez l e  ra t ,  1 'irmunité à l a  - 
réinfection apparai t à l a  3ème semaine suivant 1 ' infection i n i t i a l e ,  

a t t e i n t  un pic entre la  6ème e t  la  7ème semaine e t  décline ensuite 

jusqu'à devenir null~e (27). 

Chez l a  souris,  SHER e t  al observèrent une diminution d u  nom- - 
bre de schistosomules dans l e  poumon à deux périodes différentes : l a  

première se s i tue  entre la  lè re  e t  l a  4ème semaine suivant l ' in fec t ion  

i n i t i a l e  e t  l a  seconde e s t  plus tardive, vers la  7ème semaine. La 

première diminution du nombre de schistosomules au stade poumon pour- 

r a i t  re f lé te r  uniquement u n  retard dans la migration des parasites (28 ) .  

Le hamster, quant à l u i ,  développe à l a  sui te  d'une infection, 

une for te  immunité à l a  réinfection qui a t t e i n t  un plateau au bout de 

6 semaines après l'infect-ion i n i t i a l e  (29). 

2. Origine du stimulus antigénigue _-- .................... --- -- 
Chaque stade parasitaire (oeuf, schistosomu1e ou schistosome) 

e s t  potentiellement immunogène mais la  principale d i f f icu l té  rencontrée 

dans 1 ' identification de 1 'antigène inducteur de 1 ' immunité protectrice . 

fu t  l e  manque quasi-général de succès dans les  tentatives de vaccination 

par des fractions purifiées des parasites de différents stades. 

Peu d'arguments expérimentaux plai dent en faveur d '  un r61 e 

essentiel  de 1 'oeuf dans 1 'immunité à S. mansoni . Par exemple, 



VOGEL (1958) montra que l e  singe Rhésus devient potentiellement, 

e t  même dans quelques cas complètement, rés i s tan t  à une réinfection 

par schistosomes, à l a  sui t e  d'une infection unisexuée par des 

cercaires ne donnant naissance qu'à des vers mâles (30). 

Le rôle des larves infestantes dans l e  développement de l'im- 

muni  t é  a é té  envisagé dans différents modèles par 1 ' u t i l i s a t ion  de 

cercaires atténuées par i r radiat ion.  Dans la  plupart des cas, une 

protection à l a  réinfection f u t  obtenue mais les  doses d ' i r radiat ion 

u t i  1 isées par les auteurs é ta ien t  extrêmement vari ables.Certains a f f i  r- 

maient que la protection de, la  souris e s t  maximale lorsqu'on i r rad ie  

fortement les cercaires (31 - 33) ,  d'autres trouvaient une meilleure 

protection en i r rad iant  l e s  cercaires avec des doses plus faibles (34, 

35). Dans ce dernier cas, i l  se  posait évidemment l e  problème de 

savoir quel e s t  l e  stade parasi ta ire  qui indui t  la résistance car la  

croissance e t  l a  maturation du parasite varient largement selon l a  

dose d ' i r radiat ion employée. 11 faut également noter qu'en général, 

l e  nombre de cercaires i r radiées  injectées e s t  toujours t r è s  supé- 

r ieur  à celui des cercaires u t i l i s ées  pour l e s  infections expérimen- 

tal  es. 

Etant donné que le  schistosome adulte correspond au stade 

parasi ta ire  qui reste  l e  plus longtemps présent dans 1 'organisme, i l  

fu t  émis l'hypothèse, puis démontré, que celui-ci pouvait procurer 

un stimulus antigénique continu conférant une immunité à l a  réinfec- 

tion. 



3.  Le conceet de l'immunité concomitante -------- ............................ 
Le concept de 1 ' immunité concomitante dans 1 a ~ c h i  stosomiase 

f u t  introduit  pour l a  première fois par SMITHERS e t  TERRY en 1969 

(19) .  Il décrivait  une s i tuat ion dans laquelle 1 'hôte e s t  rés i s tan t  

à l a  réinfection mais ne peut en même temps se débarrasser des vers 

de l a  première infection. Le concept f u t  basé sur 1 'observation que 

les  vers adultes de S. mansoni persistent longtemps après qu'une 

résistance se s o i t  développée contre l a  réinfection. Ce concept f u t  

ensuite supporté par d'autres études chez l e  babouin (36) e t  la 

souris (28). 

Le développement l en t  de l'immunité du singe e t  de la souris 

é t a i t  en faveur d ' u n  stimulus antigénique majeur provenant d u  ver 

adulte mais 1 ' évi dence directe fu t  apportée par des expériences de 

t ransfer t  de vers adultes dans l e  système porte du singe Rhésus (26) .  

Ces singes dèvenaient alors résis tants  à l a  réinfection mais ne 

pouvaient r e j e t e r  les  vers adultes transférés,  ces derniers étant 

donc protégés de la  réponse immune qu  ' i  1 s avaient provoquée. 

Mac CULLOUGH e t  BRADLEY apportèrent la  preuve de 1 'existence 

d'une immunité concomitante dans la  schistosomiase humaine en montrant 

l a  remarquable s t a b i l i t é  au cours des années d u  nombre d'oeufs émis 

chez un groupe d'écoliers a t t e i n t s  par S. haematobium e t  vivant en 

zone endémi que (37 ) . 
Le cas du r a t  e s t  par t icul ier  puisque l'animal r e j e t t e  l a  

majorité des parasites au bout de quelques semaines (4 ,  5 ) .  On remar- 

que cependant que l'immunité apparait juste  au moment de ce r e j e t  e t  

on peut donc supposer que l e  développement de 1 'inununi t é  s o i t  l a  

conséquence d ' u n  lâcher important d'antigènes de vers adultes lors  

de leur  lyse. Par a i l leurs ,  l a  disparition de l'immunité quelques 



semaines p lus  t a r d  peut aussi  s ' e x p l i q u e r  par  l e  f a i t  qu'un st imulus 

con t i nu  e t  suffisamment important  s o i t  nécessaire pour ma in ten i r  

1  ' é t a t  d' immunité (27).  

Ces d i f f é r e n t e s  observat ions, toutes en faveur  du r ô l e  du 

v e r  adu l te  dans l ' é tab l i ssemen t  de l ' immuni té  de l ' h ô t e ,  conduis i -  

r e n t  à se poser deux quest ions p r i n c i p a l e s  : 

- Quels sont  l e s  mécanismes p réc i s  qu i  permettent chez 1  ' hôte immun 

l a  des t ruc t i on  des l a rves  i n fes tan tes  ? 

- Par quels moyens l e  ve r  adu l te  échappe-t - i l  à l a  réponse immune 

q u ' i l  a susc i tée? 

4. Les mécanismes e f fec teu rs  de 1  ' immunité ....................................... 

La d e s c r i p t i o n  de ces mécanismes a  f a i t  1  ' o b j e t  d'une revue 

récente par CAPRON e t  a l  (38). 

Nous disainguerons l e s  mécanismes non spéc i f iques  ne fa isant  

pas i n t e r v e n i r  d 'an t icorps ,  des mécanismes spéc i f iques  nécess i tan t  l a  

présence d ' a n t i c o r p s  anti-S. mansoni . 

a) Mécanismes d '  immunité non s ~ é c i  f i a u e  

L ' a c t i v a t i o n  du complément peut  ê t r e  en p a r t i e  responsable 

de l a  mort du schistosomule. Cette a c t i v a t i o n  s ' e f f e c t u e r a i t  par  l a  

v o i e  a l t e rne  au niveau de l a  surface du pa ras i te  (39) e t  1 ' a c t i v i t é  

l é t h a l e  p o u r r a i t  ê t r e  amp l i f i ée  en présence de c e l l u l e s  p o r t a n t  des 

récepteurs C36 à l e u r  sur face (pa r  exemple, l e s  éos inoph i les)  mais en 

absence d 'an t i co rps  spéc i f iques  (46, 41). 

Des macrophages ac t i vés  par  des lymphokines peuvent exercer  

une a c t i v i t é  tox ique sur  l e s  schistosomules (42). Une ac t i on  l é t h a l e  



des macrophages peut ê t r e  également observée après s t i m u l a t i o n  par des 

IgG agrégées e t  en présence de complément (43) .  

b. Mécanismes d'immunité spéci f ique 

L 'analyse des d i f f é r e n t s  composants de 1  a  réponse immune 

cont re  l e s  schistosomes révè le  1  'ex is tence d'une réponse humorale 

t r è s  in tense e t  l a  p roduct ion  d' une quant i  t é  importante d 'an t i co rps  

anaphylact iques (44). Les r é s u l t a t s  expérimentaux obtenus p a r  t rans-  

f e r t  p a s s i f  de sérum (72)  e t  u t i l i s a t i o n  d'animaux t r a i t é s  à l a  

naissance par  un sérum an t i - y  on t  démontré l e  r ô l e  essen t i e l  de l a  

réponse ant icorps  dans 1  ' immunité (45).  

En p a r t i c u l i e r ,  il a é t é  mis en évidence que ces an t icorps  

peuvent p a r t i c i p e r  à l a  des t ruc t i on  des l a rves  de S. mansoni en 

coopérat ion avec d 'au t res  éléments de l a  réponse immuni ta i re qu i  sont 

1 e  complément e t  cer ta ines  ce1 1  u l e s  phagocytaires. 

i )  CyXaXoxicLté  - ------------- d é p e n d a n t e  -------------- d u  carnpliirner~t ------ 

CLEGG e t  SMITHERS (46) observèrent pour l a  première f o i s  que 

1  ' i ncuba t i on  i n  v i t r o  de schistosomules en présence de sérum de singe 

immun à S. mansoni e t  de complément, condu isa i t  à l a  mort des parasi -  

tes .  L ' an t i co rps  responsable f u t  appelé "an t icorps  l é t h a l "  e t  iden- 

t i f i é  comme appartenant à l a  c lasse des IgG. 

La présence d '  "an t icorps  l é t h a l "  f u t  ensu i te  mise en é v i -  

dence dans l e  sérum de d iverses espèces animales i n fec tées  pa r  

S. mansoni (homme, l a p i n ,  r a t ,  s o u r i  S )  (47, 48). 

Cependant, l a  s i g n i f i c a t i o n  b io log ique  de ce mécanisme n ' e s t  
1 

pas encore c la i rement  é t a b l i e .  Il faut  n o t e r  que chez l e  r a t  par  
l 

exemple, s i  1  'immunité à l a  r ë i n f e c t i o n  e s t  t r è s  f a i b l e  vers l a  
l 



12ème seinaine après 1 ' infection, l e  t i t r e  en "anticorps lé thal"  e s t  

encore t rès  élevé à cet te  période (27). De plus, 1 ' u t i l i s a t ion  du  

complément homologue, particulièrement dans l e  cas de 1 'homme e t  du 

r a t ,  n ' e s t  pas toujours aussi efficace que cel le  d ' u n  complément 

hétérologue (de cobaye) (48). 

Des expériences récentes indiquent que des "facteurs bloquants" 

t e l s  que des antigènes parasi t a i  res ou des complexes immuns ci rcul ants 

seraient  susceptibles de moduler cet te  ac t iv i t é  léthale.  Pour un sérum 

donné, on observe une relation inverse entre sa capaci t e  à tuer l e s  

parasi tes  e t  son contenu en antigènes l ibres  ou complexés (49) .  D'autre 

part ,  1 'existence d'antigenes ci rculants, capables d 'act iver  l e  complé- 

m e n t  par la voie classique ou al terne e t  présentant une ac t iv i té  an t i -  

complémentaire i n  vivo, a é t é  récemment décri t e  (50). 

i i ) C g t o X o x i G t E  en paésence de cUUR~ - ------------- ------------------- 
Différents mécanismes de cytotoxicité ont é t é  décri ts  dans l a  

l i t t e r a t u r e  (51 - 58). Ces mécanismes impliquent plus spécialement des 

anticorps de classe IgG ou IgE e t  des cellules connues pour leurs fonc- 

tions de phagocytose, à 1 'exception toutefois des plaquettes sanguines 

( v o i r T a b l e a u I , p . 1 9  ).  

Les systèmes de cytotoxicité dépendante des macrophages e t  des 

éosinophiles ont é t é  plus particulièrement étudiés dans l e  laboratoire 

e t  de nombreuses données ont é t é  acquises concernant l e s  mécanismes 

d'activation des cellules e t  les  processus de lyse des parasites. 

a) En 1975, CAPRON e t  a l .  (56) observèrent que des macrophages péri-  

tonéaux de ra t  incubés en présence de sérum de r a t  i'mun à S.  mansoni 

adhéraient aux schi stosomules ; ce t t e  phase d '  adhérence é t a i t  sui vie 

18 heures plus tard par la  mort des parasi tes .  Le chauffage du sérum 



TABLEAU 1 

MECANISMES D' IMMUNITE DEPENDANTE D'ANTICORPS ET DE CELLULES 

Ce1 1 u l e  e f f e c t r i c e  A n t i  corps Modèle Mise en évidence Ref. 

Neutrophi  l e  

Eosinophi l e  

Eos inoph i le  

Eosinophi l e  

Eos inoph i l e  

Macrophage 

Monocyte 

P l  aque t te  

Rat 

Homme 

Rat 

Sour is  

Rat 

Rat 

Homme 
Babouin 

Homme, r a t  

Dean e t  a l  (1974) 

Bu t t e rwo r th  e t  a l  (1975) 

Capron e t  a l  (1978) 

Capron e t  a l  (1980) 

Capron e t  a l  (1975) 

Joseph e t  a l  (1978) 

Joseph e t  a l .  (1983) 



ab01 issai  t . son pouvoir cytotoxique e t  par des expériences d'adsorp- 

t ion du sérum sur différents anticorps anti-isotypes, ces auteurs 

démontrèrent que les anticorps responsables é t a i en t  de classe IgE 

e t  présents sous l a  forme complexëe à des antigènes de S. mansoni (59). 

Des expériences simi 1 a i res  furent ensui t e  réalisées avec des monocytes 

humains ou des macrophages péritonéaux de babouin, montrant un r61e 

identique des complexes IgE dans ces systèmes (57). 

p )  La première évidence de la  fonction des éosinophiles dans les 

mécanismes d '  immunité à S. mansoni f u t  apportée par BUTTERWORTH 

e t  al (52) ; ces auteurs montrèrent que des ëosinophiles humains 

normaux peuvent tuer des schis tosomules en présence d'anticorps IgG 

du sérum de malades a t t e in t s  de schistosomiase. 

Les experiences de MAHMOUD e t  al , bien que controversées, 

indiquant q u ' u n  sérum anti-éosinophi l e  peut déprimer fortement 1 ' immu- 

n i t é  à l a  réinfection chez la  souris (60) stimulèrent considérable- 

ment 1 ' i n t é rê t  de 1 'étude de l a  fonction ef fec t r ice  de 1 'éosinophile 

dans la  schistosomi ase humaine e t  expérimentale. 

Ainsi, l a  fonction de 1 'éosinophile dans 1 ' irnmuni t é  f u t  démon- 

t r ée  in v i t ro  pour l e  babouin (61) ,  l e  r a t  (62 - 53) e t  la souris (63).  

Chez l e  r a t ,  CAPRON e t  a l  (53, 64) mirent en évidence l e  r61e des 

mastocytes ( e t  pl us parti cul ièrement ce1 u i  de leurs  produits de 'dégra- 

nulation) dans 1 'activation des éosinophiles e t  leur  action cytotoxique, 

soulevant alors l e  problème de la  participation des anticorps anaphy- 

lactiques dans ce mécanisme. Par des expériences d'adsorption sur  

différents anticorps anti-i sotypes , ces auteurs montrèrent que les 

anticorps de sous-classe IgGZa, q u i  sont préférentiel lement produits 

au cours des 6 premières semaines d' infection par S. mansoni, sont 

impliqués dans l a  cytotoxicitë à ce t te  période de l'immunité (53). 



L11gG2a représente la  sous-classe majeure des IgG du r a t  e t  e s t  con- 

sidérée comme l e  second anticorps anaphylactique chez cet  animal (65 - 
67). De la même manière, RAMALHO-PINTO e t  al démontrèrent que l e  

mécanisme de cytotoxicité par les  éosinophiles e s t  dépendant chez l a  

souris de 1 a présence d'anticorps I'gG1 (63) ,  immunogl obul ines douées 
1 

aussi de propriétes anaphylactiques. 

D'autre par t ,  une relation e t r o i t e  fu t  trouvée entre 1 ' a c t i -  

vi t é  cytotoxique d'éosinophiles péritonéaux de ra t s  infectés par 

S. mansoni (pour des cibles non recouvertes d'anticorps) e t  la  capa- 

ci t é  du sérum des animaux à rendre cytotoxiques des éosinophiles de 

r a t s  sains. Ces résul ta ts  indiquent donc 1 a présence d'anticorps 

à l a  surface des cellules d'animaux infectés.  Cependant, à certaines 

périodes de l ' in fec t ion ,  l e s  éosinophiles ne sont pas e t  ne peuvent 

pas ê t r e  rendus cytotoxiques pour les schi stosomules ; l a  présence 

de complexes immuns capables de bloquer 1 'activation des ce11 ules 

a é t é  envisagée (68). 

Par la sui t e ,  l e  rôle des anticorps ISE dans 1 'activation 

des éosinophiles a é t é  exploré e t  les  résul ta ts  d'études cinétiques 

ont montré qu'après 6 semaines d' infection, la cytotoxi ci t é  en pré- 

sence de sérum de r a t  infecté n ' é t a i t  plus attribuée à des anticorps 

IgG2a mais à des anticorps ISE (55 ) .  Une coopération igE-éosinophile 

semblerait donc avoirun r-ôle important dans la  p6riode plus tardive 

de 1 ' immunité du r a t .  



L ' e f f e t  cytotoxique des .eosinophi 1 es s ' accompagne d i  une dégra- 

nulation de l a  cellule au contact de la  cible.  Certains auteurs ont 

démontré que des substances di ori gine éosinophi 1 ique comme 1 a péroxy- 

dase (69) ou l a  MBP (Major Basic Protein, constituant principal des 

granules de sécrétion) (70) exerçaient un e f f e t  toxique i n  v i t ro  sur 

l e  schistosomu1e. Par a i l l eu r s ,  grâce à l a  mise au point d'une tech- 

nique de marquage des phospholipides membranaires par incorporation de 

léci thine radioactive par l e  parasite,  nous avons pu montrer une l ibé- 

ration accrue de choline radioactive associée à l ' a c t i v i t é  cytotoxique 

des éosi nophi 1 es ,  suggérant que 1 a phosphol i pase D des éosi nophi 1 es 

puisse avoir également un rôle dans l a  destruction du  parasite (71). 

En résumé, i 1 apparait que l e s  anticorps anaphylactiques peuvent 

jouer en coopération avec l e s  ce1 1 ules phagocytaires, un rÔ1 e important 

dans l'immunité aux schistosomes~ Chez l e  r a t ,  l e  r6le de ces anticorps 

dans 1 'immunité a aussi é t é  mis en évidence par des expériences de trans- 

f e r t  passif de sérum immun, montrant que l 'élimination sélective des 

ISE ou des IgG2a de ce sérum aboutit à une diminution s ignif icat ive de 

son pouvoir protecteur (72).  D'autre part ,  des études cinétiques de l a  

production chez l e  r a t  des IgG2a e t  des IgE speci fiques de S. mansoni 

e t  de leur  ac t iv i t é  dans l a  cytotoxicité i n  v i t ro  indiquent que ddns 

ce modèle l e  système IgG2a-éosinophi l e  précéderait chronologiquement 

1 es systèmes rgE-éosinophi 1 e e t  IgE-macrophage (38) .  

Enfin, l 'existence de ces mécanismes d'immunité suppose l a  

reconnaissance à 1 a surface du parasi t e  d'antigènes cibles définis 

portant des é p i  topes accessibles aux anticorps spécifiques de 

S.  mansoni. 



5. Les mécanismes d'évasion du parasite ............................ ------- 

De nombreux auteurs (73 - 76) ont apporté la démonstration que 

les schistosomules perdent leur srrscepti b i  1 i t é  à 1 'attaque immune de 

1 'hôte au cours de leur  développement. Par des expériences de trans- 

f e r t  de sérum immun à différentes périodes après l ' infect ion par 

S. mansoni, SHER (73) observa que l e  schistosomu1e devenait compléte- 

ment insensible à l a  réponse immune 24 heures après sa pénétration dans 

1 'organisme. Les expériences de cytotoxici t é  réalisées in vi t ro confi r- 

mèrent ensuite ce phénomène (74 - 76). 

Le schéma présenté ci-dessous (d'après SHER e t  MOSER, 77) résume 

les t ro i s  hypothèses qui tentent d'expliquer à l 'heure actuel le  l 'adap- 

tation du parasite à l a  réponse immune de l 'ho te .  

Susceptible Résistant 

ctr ) Masquage des antigènes parasitaires par des molécules de 1 'hôte 

p )  Perte d'antigènes de surface 

Y ) Développement d '  u n  tégument résis tant  



a) Le phénomène d'acquisition de molécules d'hôte par les  schistosomes 

f u t  d'abord mis en évidence par DAMIAN (78, 79) e t  CAPRON e t  al 

(80, 81) qui observaient 1 'existence dans des ex t r a i t s  de schistosomes, 

d'antigënes portant des épitopes communs à ceux de l 'hô te .  

SMITHERS e t  al (82) étudièrent i n  vivo ce phénomène. Des , 

schistosomes é t a i en t  transférés d'animaux donneurs (souris)  à des ani- 

maux receveurs (singes) , les  animaux receveurs ayant é t é  préalablement 

immunisés contre l e s  t issus,  e t  enpa r t i cu l i e r  contre l e s  érythrocytes, 

des animaux donneurs. Dans ce t t e  expérience, les vers é ta ien t  détrui ts  

dans l e s  24 heures qui suivaient le  t ransfer t  e t  ces résul ta ts  suggé- 

raient  que les schistosomes é ta ien t  recouverts à leur  surface de molé- 

cules de 1 'hôte, 

Des expériences plus récentes ont permis d ' i den t i f i e r  à l a  

surface des parasites des antigènes de groupe sanguin A ,  B ,  O e t  

Lewis (33) ainsi que des produits du complexe majeur d'histocompati- 

bi 1 i t é  de la souris (Gfl) .  La capacité des vers à f ixer  des immunoglo- 

bulines par leur fragment Fc a aussi é t é  démontrée (8.5, 8'6). De plus, 

TORPIER e t  CAPRON (8-7)  ont observé en microscopie électronique que 

1 ' appl i cation d '  un sérum anti -hôte sur 1 es schi stosomes entra? ne u n  

réarrangement membranai re au cours duquel 1 es parti cul es  intramem- 

branaires (qui sont des inclusions de proteines dans l e s  f eu i l l e t s  

l ipidiques de l a  membrane) s '  agregent sous l a  forme de tétrades 

caractéri  stiques . 
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Cependant, ce mécanisme de résistance par acquisition d'anti  - 
gènes d'liôte e s t  insuffi  sant pour expl iquer 1 'adaptation du parasi t e  

à l a  réponse de l ' hô te  car une résistance e s t  également observée 

lorsque l e s  parasites sont cultivés dans des milieux ne contenant 

aucune macromolécule ( 74, 76) .  Certains auteurs ont pensé que l e  

schistosome échappe à l a  réponse immune qrâce à l a  présence, non pas 

d'antigènes acquis, mais d'antigènes parasitaires présentant des 

parentés antigéniques avec des composants de l ' hô te .  Ce phénomène 

a é té  appelé "mimétisme moléculaire" e t  deux exemples principaux 

ont été c i t é s  dans la l i t t é r a tu re  : DAMIAN e t  a l  (88) montrèrent 

que des ant i  corps anti  a-2 macrogl obul i ne réagi ssent  avec 1 es di ffé- 

rents stades de S. mansoni e t  DEAN e t  SELL ( 89)  mirent en évidence 

à l a  surface des schistosomules des antigènes communs à l 'antigène 

de Forssman. 

, p )  Au cours de son évolution, l e  parasite subi t  des modifications 

importantes au niveau de sa surface. La cercaire e s t  limitée par 

une membrane plasmique "trilaminée" alors  que l e  schistosomule e t  l e  

ver adulte possèdent une membrane heptalaminée formée de deux doubles . 

couches lipidiques étroitement apposées. De nombreux corps membranaires 

sont présents dans l e  tégument du ver adulte de S. mansoni e t  servent 

au remplacement de l a  membrane externe qui e s t  continuellement détruite 

e t  reformée (90) A ce su je t ,  PEREZ e t  TERRY (91 )  ont montré une 

augmentation du taux de renouvel lement de la membrane 1 orsqu 'on 

incube les  schistosomes en présence d'anticorps qui sont dir igés  

contre leur surface ; l e  parasite se débarrasse ainsi  des complexes 

immuns formés à sa surface e t  ce phénomène pourrait représenter un 

mécanisme d'évasion du parasite.  



D'au t re  p a r t ,  d i f f é r e n t  auteurs  (74,  92) q u i  observa ien t  

au cours de l a  ma tu ra t i on  du p a r a s i t e  une d i m i n u t i o n  de sa reconnais-  

sance pa r  l e s  mécanismes e f f e c t e u r s  de 1 ' immunité ( v o i r  p. 17) 

suggéra ien t  que l e  p a r a s i t e  n 'expr ime p l u s  à sa surface l e s  mêmes 

ant igènes.  

Y )  En f i n ,  l a  d e r n i è r e  hypothèse e s t  ce1 l e  d ' u n  changement i n t r i n s è q u e  

du tégument indépendant de t o u t  masquage des ant igènes p a r a s i t a i r e s  

par  des molécules d ' hô te .  Ce t te  hypothèse a é t é  formulée à l a  s u i t e  

des expér iences de MOSER e t  a l  q u i  u t i l i s a i e n t  des p a r a s i t e s  sur  

l esque l s  des haptènes é t a i e n t  f i x é s  ( 9 3 ) .  Ces au teurs  observa ien t  

que, s i  l e s  schistosomules au stade peau e t  l e s  schistosomules au 

stade poumon f i x a i e n t  l a  même quant i  t é  d  ' a n t i c o r p s  a n t i  -haptène, 

seuls  l e s  schistosomules au stade peau é t a i e n t  sens ib les  aux mécanis- 

mes de c y t o t o x i c i t é  dépendante du complément ou des éos inoph i l es  

( v o i r  p. 17) 

La r a i s o n  exac te  de c e t t e  r é s i s t a n c e  r e s t e  encore mal connue. 

Les r é s u l t a t s  d 'ana lyse  en microscopie é l e c t r o n i q u e  mont ren t  une 

augmentation cons idérab le  du nombre de p a r t i  cu l  es i ntramembranaires - 

dans l a  membrane ex te rne  du schistosomule au stade poumon (1, 94) ; 

une r e l a t i o n  e n t r e  un t e l  changement de s t r u c t u r e  membranaire e t  

1  ' a c q u i s i t i o n  d'une r é s i  stance du paras i  t e  à 1  ' a t t aque  immune peu t  

ê t r e  envisagée. D ' a u t r e  p a r t ,  l e s  t ravaux  de SCHLAGER suggèrent que 

l a  synthèse e t  1  ' i n c o r p o r a t i o n  de c e r t a i n s  l i p i d e s  e t  ac ides  g ras  

dans l a  membrane des ce1 1 u l es  tumorales a f f e c t e n t  1  eur  suscep t i  b i  1  i t é  

aux mécanismes d '  i m u n i  t é  ( 95). On peut également supposer que 1 a 

r é s i s t a n c e  du sch is tosomule r é s u l t e  en p a r t i e  d ' un  mécanisme analogue. 



L'ensemble de ces données indiquant que l a  suscept ibi l i té  du 

parasite à l a  réponse immune de 1 'hôte concerne principalement ses 

tout premiers stades larvaires,  s i g n i f i a i t  alors que 1 'isolement e t  

1 ' identification des antigènes cibles des mécanismes effecteurs dans 

1 'immunité devaient ê t r e  en pr ior i te  envisagés au niveau de l a  cercaire 

ou du jeune schistosomule, 



III. LES ANTIGENES DE S. MANSONI 

L 'etude des antigènes de schistosomes a  d 'abord é t é  o r i en tée  

dans deux d i r e c t i o n s  p r i n c i p a l e s  : d'une p a r t ,  l a  p répara t ion  de f r a c -  

t i ons  p u r i  f iées  d 'ant igènes permettant un d iagnost ic  sens ib le  e t  spé- 

c i f i que  de S. mansoni e t  d ' au t re  pa r t ,  1  ' i d e n t i f i c a t i o n  e t  1  ' i so lement  

de composants du p a r a s i t e  jouant  un r ô l e  dans l e  développement d'une 

immunité, e t  en conséquence suscept ib les  d ' i n d u i r e  par  immunisation une 

p r o t e c t i o n  contre 1  ' i n f e c t i o n .  

D i f f é r e n t s  auteurs on t  démontré dans l e  séruim d'animaux ou 

d '  hommes i n f e s t é s  p a r  S. mansoni , l a  présence d 'an t icorps  d i r i g é s  

contre des antigènes por teurs d'une a c t i v i t é  enzymatique : ce sont 

l e s  cas p a r  exemple de 1  ' :a:cetylchol ines terase (96), de 1  a  globinase 

(97, 98), de ce r ta ines  aminopeptidases (99) e t  de l a  malate deshydro- 

génase q u i  f u t  i s o l é e  sous l a  forme de deux isoenzymes spéc i f iques  du 

genre Schi  s  tosoma (100). 

La démonstration de 1  'ex is tence d 'ant igènes c i r c u l a n t s  a  ég'a- 

lement s t imu lé  l e s  recherches pour 1  ' amé l i o ra t i on  du d iagnost ic  de l a  

schistosomiase. En p a r t i c u l i e r ,  un ant igène de nature  g lycopro té in ique 

a  é té  i d e n t i f i é  p a r  CARLIER e t  a l  e t  appelé "antigène Mu. Cet ant igène 

a é té  re t rouvé  dans l e  sérum, l ' u r i n e  e t  l e  l a i t  maternel des p a t i e n t s  

a i n s i  que dans l e  sérum e t  1  ' u r i n e  des animaux i n f e s t é s  p a r  S. mansoni ; 

l a  présence d 'an t icorps  d i r i g é s  cont re  c e t  ant igène a  aussi  été décelée 

dans l e  sérum d'un grand nombre de p a t i e n t s  (101 - 103). L' ' 'antigène M u  

e s t  un composant de type mucine l o c a l i s é  dans l a  paro i  du tube d i g e s t i f  

du ver a d u l t e  (104). D'autres antigènes c i  r cu lan ts ,  présentant  de nom- 

breuses s i m i  l a r i  tés  avec 1  ' "ant igène M" on t  é t é  mis en évidence par  

DEELDER e t  a l  (105) e t  NASH e t  a l  (106) 



D'autre part ,  1 ' ut i l i sa t ion  de fractions puri f iées  d'antigènes 

d'oeufs de S. mansoni s ' e s t  avérée efficace dans l e  diagnostic séro- 

logique de la  maladie (107, 108). 

Si de nombreuses préparations anti géniques se sont révélées 

ê t r e  d ' u n  grand in térê t  pour l e  diagnostic de la  maladie, u n  nombre t rès  

l imité  d'antigenes purifiés ou semi-purifiés a pu  conférer par immunisa- 

t ion  une protection s ignif icat ive contre l ' in fec t ion ,  BOUT e t  al mon- 

t rè rent  l ' e f f e t  protecteur chez l e  r a t  d'antigènes de schistosomes se 

1 i an t  spécifiquement à des drogues schistosomicides (109). MADDISON 

e t  al obtinrent une protection chez l a  souris par injection d 'ex t ra i t s  

de membranes de schistosomes e t  de Corynebacteriurn parvum comme adju- 

vant (110). HOROWITZ e t  al réussirent à protéger de manière s igni f i -  

cat ive des souris par injection de cercaires soumises aux ultrasons e t  

additionnées d'al  un  comme adjuvant , ce t t e  protection s 'accompagnant 

a lo r s  d'une production importante d'IgE spécifiques (111). Enfin, plus 

récemment, AURIAULT e t  al ont démontré que l ' in jec t ion  des produits 

d'incubation i n  vi t ro  du  schistosomule donne l ieu sans addition d'adju- 

vant à une réponse IgE protectrice ; l es  antigènes inducteurs de cette 

réponse IgE correspondraient à des molécules 2 2  K e t  26 K (112) 

La démonstration e t  la connaissance de plus en plus approfondie 

des mécanismes d'immunité dépendante d'anticorps a inc i té  de nombreux 

auteurs à s 'o r ien ter  vers l 'étude des molécules impliquées plus préci- 

sément dans les  interactions hôte-parasi t e ,  en d'autres termes vers la 

caractérisation des antigènes q u i  compo sent les membranes 1 imitant 1 e 

parasite e t  qui présentent en part icul ier  des épitopes accessibles aux 

anti  corps élaborés lors  de 1 ' infection. 



A - Caractérisation d'antigènes membranai res 

Le terme "membranaire" e s t  i c i  u t i l i s é  au sens large car les 

membranes limitant l e  parasite sont l e  plus souvent isolées en même 

temps qu'une fraction du tégument qui leur  e s t  sous-jacent. 

Les premiers essai s d '  isolement de préparations membranai res 

ont é t é  effectués par KUSEL en 1972 q u i ,  par congélationset décongélations 

successives ou par incubation des parasites dans une solution hyper- 

tonique de saponine-CaC12, réussi t  à l ibérer  la majeure par t ie  du tégu- 

ment des formes jeunes e t  adultes de S.  mansoni ('113). D'autres méthodes 

u t i l i s an t  des concentrations élevées en KC1 (114) ou des détergents non 

ioniques à des concentrations faibles (115) ont é t é  également employées 

pour obtenir des fractions membranai res . 
Plus récemment, SIMPSON - e t  al ont montré qu'une simple incuba- 

tion des schistosomes adultes en tampon phosphate sa l iq ,  s u f f i t  à entrai-  

ner l e  détachement du tégument. Les membranes externes peuvent ê t r e  

purifiées par centrifugation du matériel l ibéré sur  un gradient dis- 

continu de saccharose ; les  vésicules membvanaires se  s tab i l i sen t  à' une 

densité de 1,03 - 1,14, densité qui e s t  relativement faible  par rapport 

à ce l le  des membranes plasmiques des cel lules  de mammifères (116). 

Enfin, une méthode originale de purification des membranes a 

été décri te  par CESARI e t  al (117). Cette technique e s t  basée sur  1 'ob- 

servation que les  membranes du schistosome interagissent facilement avec 

des composants basiques (118) grâce à l a  présence d ' u n  nombre important 

de charges négatives à leur surface. Uti l isant  des b i l l e s  de polyacryla- 

mide recouvertes de polylysi ne, ces auteurs ont p u  i so l e r  un complexe 

membranaire dont l e  degré de pureté e s t  au moins comparable à celui 

des membranes puri f iées  sur gradient de saccharose ( 116) 



Différents travaux ont mis en évidence 1 a complexi t é  de 1 a 

composi t i  on en protéines e t  glycoprotéines des fractions membranai res  

isolées des stades larvaires e t .  adultes de S. mansoni (113, 119). De 

plus, l e s  expériences d '  immunopréci pi tation par des sérums d1h6tes 

infestés ,  ont démontré l 'existence d'antigènes communs ent re  les mem- 

branes du schistosomule e t  de 1 'adulte (120). L ' introduction de 1 'hybri-  

dation ce1 1 ulaire e t  de l a  production d'anticorps monoclonaux contre l e s  

parasites a aussi permis àlNORDEN e t  al de mettre en évidence des - 
déterminants antigéniques communs à l a  cercaire e t  au schistosome 

adulte . Ces épitopes sont portés par des glycoprotéines 1 ocalisées au 

niveau des épines du parasite e t  l e s  antigènes présentent des poids 

moléculaires différents selon l e  stade considéré (120.000 pour la cer- 

caire e t  170.000 pour les schisBosomes mâles ou femelles) (121).  

Enfin, TAYLOR e t  BUTTERWORTH ont ident i f ié  par un anticorps 

monoclonal de souris,  u n  antigène de poids moléculaire 24.000 contenu 

dans un  ex t r a i t  détergent de schistosomules ; l a  capacité de l 'ant icorps 

à se f ixer  sur l e  schistosomule vivant suggère que l 'antigène 24.000 

so i t  exposé à la surface du parasite (122) .  De même, ZODDA e t  PHILLIPS 

ont précipité un  composant de poids moléculaire 130.000 présent dans 

un ex t r a i t  KC1 4M de cercaires.  L'anticorps monoclonal sélectionné par 

ces auteurs possède l a  propriété de protéger, par t ransfer t  passif ,  

l a  souris d'une infection par les schistosomes (114);  on peut donc 

ssupposer que l 'antigène 130.000 correspond à un  composant de surface 

-du parasite capable de jouer u n  rôle dans 1 'inmunité. 

B.  Etude des antigènes de surface 

La caractérisation des antigènes exposés à l a  surface du para- 

s i t e  a é t é  surtout envisagée par les  techniques de marquage par l ' i ode  

radioactif ,  Les premiers résul ta ts  concernant 1 e marquage des schisto- 



somes adultes ont é t é  rapportés'par HAYUNGA e t  al (123).  Ces auteurs - 
ont montré que, parmi les  techniques d'iodation existantes,  la  méthode 

u t i l i s an t  le  réac t i f  de BOLTON-HUNTER é t a i t  1 'une des pl us efficaces 

pour obtenir une radioactivité spécifique élevée. De ces produits 

marqués, i l s  isolèrent  ensuite à l ' a ide  de sérums d'hôtes infestés ,  

hui t  antigènes dont les poids moléculaires variaient de 10 à 100.000 ( 1 2 4 ) -  

La relat ive ineff icaci té  de 1 'iodation en présence de 1 actopero- 

xydase des formes adultes f u t  également' retrouvée par SNARY e t  al qui 

montrèrent que, s i  dans les  vers mâles un nombre limi t é  de composants 

de surface marqués peuvent toutefois ê t r e  détectés, aucun des compo- 

sants de surface des vers femelles n 'es t  apparemment marqué par ce t t e  

technique (125). 

Si l 'on replace 1 ' i n t é r ê t  des relations hôte-parasite dans l e  

contexte de 1 'immunité de protection, on conçoit aisément qu ' i l  e s t  

important de considérer les antigènes de surface présents préférentiel-  

lement aux stades larvaires du parasite. Dans le  t ravai l  que nous pré- 

sentons dans ce mémoire, nous avons envisagé 1 ' ident i f icat ion e t  la  

caractérisation des antigènes de surface du schi stosomul e reconnus ,par 

les anticorps élaborés lors  de 1 ' infection humaine e t  expérinentale, 

ainsi  que par des anticorps monoclonaux de r a t  dont les  propriétés 

protectrices ont é t é  établies in vi t ro e t  i n  vivo ( 1 2 6 ) .  L'existence 

de ces antigènes ou de certains de leurs déterminants a ensuite é t é  

recherchée au niveau des autres stades de développement du parasite. 

L'éventualité d ' u n  pouvoir protecteur des antigènes isolés  e s t  discutée. 



IDENTI F I  CATION DES PNTIGENES DE SUKFACE DU SCH ISTOSmlULE 



L'étude des antigènes exposés à l a  surface des schistosomules 

nécessitait  l a  mise au point de techniques de marquages externes 

présentant une radioactivité spécifique élevée . ~ " ~ ~ 1 o d e  a é t é  

choisi comme marqueur préférentiel des protéines de surface d u  

parasi te .  

1. MARQUAGE DES PROTEINES DE SURFACE D U  SCHISTOSOMULE 

Le marquage par 1 ' 1 2 5 ~  des protéines de surface d'une ce1 lule  

u t i l i s e  nécessairement des réac t i f s  ne pénétrant pas la  membrane 

cel lulaire .  Des r éac t i f s  comme la chloramine T ou l ' iode  monochlorure 

couramment employés pour marquer des protéines en solution, peuvent 

pénétrer à 1 ' intér ieur  des ce1 1 ules e t  marquer des protéines internes,  

comme l ' on t  montré l e s  résul ta ts  d'analyses autoradiographiques de 

microscopie électronique. De plus, ces réac t i f s  sont de puissants agents 

oxydants qui détériorent en part ie  les ce1 1 ules (127) . 
Des méthodes plus douces, u t i l i s an t  s o i t  des enzymes comme 

catalyseurs de l a  réaction, s o i t  des conposés iodés à groupements . 

réac t i f s  ont donc é t é  développ>?spour l e  marquage des surfaces cellu- 

la i res  e t  en par t icu l ie r ,  t ro i s  d 'entre e l l e s  ont é t é  appliquées à 

l 'é tude des protéines de surface du schistosomule. 

A. Iodation catalysée par la  lactoperoxydase 

Cette méthode u t i l i s e  la  lactoperoxydase qui,  en présence 

d1H202, catalyse 1 'oxydation de 1 ' iode e t  sa fixation sur l e s  acides 

aminés aromatiques (tyrosine,  h is t id ine) .  M A R C H A L O N I S  décr ivi t  cette 

technique en 1969 pour l e  marquaoe d '  immunoglobulines en sol ution 



(128)  e t  la modifia ensuite pour l 'appliquer au marquage de surface 

des lymphocytes. MARCHALONIS e t  al montrèrent a lors  que la  radio- 

ac t iv i t é  é t a i t  essentiellement associée à la surface des ce1 lules  

qui ne présentaient par a i l l eu r s  aucune perte évidente de v iab i l i t é  

(127). 

Les schistosomules ont é té  marqués dans des conditions sensible- 

ment identiques à ce l les  décri tes par MARCHALQNISet - al (cf "Matériel 

e t  Méthodes"). Les résu l ta t s  d'analyse en gel de polyacrylamide-SDS 

sont présentés dans l a  figure 2A (p.35) .  Trois bandes majeures de poids 

moléculaire 100 K y  80 K e t  55 K sont identifiées en même temps que 

de nombreuses bandes dans l a  zone 30-40 K. Une quantité importante de la  

radioactivité migre avec l e  front d u  tampon ; ce1 le-ci peut ê t r e  a t t r i  - 
buée à des com~osés lipidiques et/ou à de 1 'iode radioactif l ib re .  Pour 

ce qui concerne l a  bande 80 K y  on ne peut exclure la  participation pos- 

s ib le  de l a  lactoperoxydase qui e s t  el le-même iodée lors de l a  réaction 

e t  risque de contaminer 1 a préparation. 

Dans l 'expérience de la  figure Z A Y  nous avons comparé l e s  

résu l ta t s  du  marquage des schistosomul es obtenus après l e  passage des 

cercaires à travers une peau de souris ( a )  ou préparés mécaniquement 

par rupture de l a  queue des cercaires sous agitation ( b ) .  Les schisto- 

somules "mécaniques" ont é t é  ensuite incubés in v i t ro  3 heures à 37"C, 

c e d é l a i i t a n t  nécessaire à la formation de la membrane heptalaminée (90). 

Aucune différence notable n'apparait lors  de l a  comparaison des deux 

profi 1s électrophorétiques, indiquant donc que 1 a pénétration à travers 

l a  peau ne modifie pas de manière s ignif icat ive l a  composition protéique 

de la  surface 3u parasite.  L'incubation des schistosomules iodés en 

présence de trypsine entraîne une l ibération quasi-complète de l a  radio- 

ac t iv i t é  fixée sur les parasites (Fig. ZB, p.35) e t  démontre ainsi u n  

marquage préférentiel des composants de surface d u  parasite. 



Figure 2 : Iodation ca t a lysée  par l a  lactoperoxydase. 
A - Autoradiographie de 1 'analyse en ge l  de polyacrylamide-SOS (10-15 %) de schistosomules "peau" (a )  ou 

"mécaniques" ( b ) .  Les paras i tes  sont  resuspendus dans l e  tampon d 'échant i  1 l o n  ( v o i r  "Ma té r i e l  e t  
Méthodes") e t  l a  suspension es t  p lacée à 100°C pendant 3 mn pu i s  cen t r i f ugée  à 400 g pendant 5 mn. 
Des p a r t i e s  a l iquotes  du surnageant (équivalentes à 100 pa ras i t es )  sont analysées. 

B - Trai tement par l a  t r y p s i n e  des schistosomules "peau". Les paras i tes  sont incubés 30 mn à 37°C en 
tampon PBS (a )  ou en tampon PBS contenant 0.1 mg/ml de t r y p s i n e  (b)  pu i s  lavés en tampon PBS contenant 
100 Ulm1 d 'apro t in ine .  Les analyses sont ef fectuées dans l e s  cond i t ions  d é c r i t e s  en A. 

Figure 3 : Iodation par  l e  r é a c t i f  de BOLTON-HUNTER. 

L 'équ iva lent  de 100 schistosomules "peau", marqués selon l e  pro toco le  d é c r i t  dans "Matér ie l  e t  Méthodes" 
es t  analysé en gel de polyacrylamide 13 %. 



B - Iodation par l e  réact i f  de BOLTON-HUNTER 

Le réact i f  de BOLTON-HUNTER (N-succinimidyl 3(-4-hydroxy-5- 125 

iodophenyl )propionate) e s t  u n  es te r  instable qui s ' hydrolyse en mil ieu 

aqueux. L'acide propionique portant l e  groupement phenyl iodé se  f ixe 

en milieu légèrement alcal i n  (pH 8-8,5) sur les groupements NH2 termi- 

naux ou sur les NH2 des résidus lysine . Cette méthode de conjugaison 

e s t  relativement douce e t  a é té  spécialement développée pour év i te r  

l e s  problèmes de dénaturation des molécules lors de 1 'exposition à des 

agents oxydants, comme l a  chloramine T par exemple. Elle offre également 

1 ' avantage par rapport à 1 a technique d' iodation par la  1 actoperoxydase, 

de substi tuer des acides aminés différents e t  s 'adapte donc à des 

protéines dépourvues de tyrosine( 129); 

Bien que ce t te  technique a i t  connu de nombreuses applications 

pour l e  marquage de protéines en solution, e l l e  f u t  peu u t i l i s ée  pour 

ioder les protéines de surface de ce1 1 ules ou d'organismes vivants. 

Toutefois, HAYUNGA e t  al ont tes té  différentes conditions de marquage 

des protéines de surface du  schistosome de S .  mansoni e t  montré que - 

l e  réact i f  de BOLTON-HUNTER permettait d 'obtenir l a  plus haute act i  - 
v i t é  spécifique. En dépit  d u  pY non physiologique auquel s 'effectue 

la  réaction e t  d u  caractère relativement diffusible  du r éac t i f ,  ces 

auteurs obtiennent u n  marquage préférentiel de la surface, probablement 

grâce à 1 'existence de la double membrane dense e t  complexe qui recouvre 

l e  schistosome. On observe toutefois,  à l a  su i te  du marquage, une 

vacuol isat ion du tégument du parasi t e  (123). 



Lorsque nous avons appliqué cet te  technique à 1 'analyse de la  

surface du schistosomuley nous avons pu ident i f ie rquat re  bandes 

majeures de poids moléculaire 70 K y  58 K y  34 K e t  22 K ainsi  q u ' u n  

nombre important de bandes moins intenses (Fig. 3, p.35). Ces 

résu l ta t s  sont apparemment t r è s  différents de ceux obtenus après ioda- 

tion par l a  lactoperoxydase (Fig. 2A) e t  peuvent s 'expliquer par l e  

f a i t  que l ' iode  radioactif s ' e s t  f ixé  sur des groupements différents .  

C - Iodation par 1 'acide iodosulfanil ique diazoté 

L'acide iodosul fani 1 ique diazoté a é t é  uti 1 isé  par différents 

auteurs pour marquer les  membranes de globules rouges (130) e t  de 

plaquettes (131). Ce réact i f  e s t  non-pénétrant e t  respecte l a  viabi - 
l i t é  des cel lules  ; i l  se f ixe préférentiellement au groupement imida- 

zole de l ' h i s t id ine  e t  sur l e  noyau phénoliquedelatyrosine mais peut 

aussi réagir  avec des groupements N H 2  présents sur des chaines a l i -  

phatiques. 

TAYLOR e t  al (132) ont réa l i sé  l e  marquage de schistosomules - - 
'mécanique< incubés in v i t ro  pendant 18 heures e t  ident i f ie  par électro- 

phorèse en gel de polyacrylamide-SDS, huit protéines de poids molécu- 

l a i r e  105 K y  80 K y  68 K ,  46 K y  40 K y  36 K e t  14 K .  Une expérience a é t é  

réalisée dans des conditions identiques sur des schistosomules obtenus 

aprës passage de la peau : cinq bandes de poids moléculaire 62 K, 

52 K ,  40 K y  24 K e t  20 K ont pu ê t r e  ident i f iées .  Cependant dans ce t t e  

expérience, ainsi que dans cel les  effectuées par TAYLOR e t 1  , 

1 ' e f f i cac i t é  du marquage considérée en terme de radioactivité spécifique 

e s t  t r è s  faibleycornn~rativement à ce l l e  obtenue aprës iodation par la 

lactopéroxydase ou l e  réact i f  de BOLTON-HUNTER.  



Différentes raisons nous ont conduit à choisir  la  technique 

d ' i odati on par 1 a 1 actopéroxydase : 

- l a  réaction s 'effectue à pH neutre e t  la  v i ab i l i t é  des parasites,  

éval uée en microscopie optique, e s t  parfai temen t préservée 

- lors  des contrôles réa l i sés  en microscopie électronique aucune 

al térat ion évidente de la surface du parasite n 'a é té  décelée ; en 

part icul ier ,  l a  double membrane limitant l e  parasite a gardé son 

in tégr i té  (Fig. 4, p.39) 

- la radioactivité spécifique des composants marqués e s t  suffisamment 

élevée pour permettre une détection rapide des antigènes isolés.  

I I .  IMMUNOPRECIPITATION DES ANTIGENES D E S U R F A C E  DU SCHISTOSOMULE PAR 

DES SERUMS D'HOTES INFECTES PAR S. MANSONI 

L'incubation d ' u n  ex t r a i t  de protéines radioactives de schisto- 

somulesavec les anticorps du sérum permet la  formation de complexes 

immuns qui sont ensuite isolés par adsorption sur des b i l les  de 

Protéine A-Sépharose. Le terme d '  immunopréci pi ta t ion a é té  étendu à 

cet te  technique. 

A.  Extraction des protéines de surface du schistosomule 

Une première sé r i e  d'expériences a é t é  effectuée dans l e  b u t  

de déterminer 1 es condi t i  ons optimales de solubi 1 i sation des protéines 

de surface d u  parasite. Les résul ta ts  présentés dans la figure 5 ( p.40) 

montrent qu'une incubation de 30 mn dans l e  Nonidet P40 à 9.5 % 

s u f f i t  à extraire  l a  majeure partie des protéines de surface (comparer 

a e t  c ) .  En e f f e t ,  l a  quanti t é  de protéines retrouvées dans 1 ' ex t ra i t  



F igu re  4 : Observat ion en microscopie é l ec t ron ique  de couoes de 

schistosomules "peau" avant ( A )  ou après (B). i o d a t i o n  

en présence de lactopéroxydase. (Phozon de A. OUAISSI ) .  

Aucun changement notable n'est observé dans l'ultrastructure du parasite. Dans A et B. on distingue la 
membrane heptalaminée formée de la juxtaposition des deux membranes unitaires (mb) ; ep : épine ; 
mc :muscles circulaires ; teg : tégument 



Figure 5 : Extraction des protéines de surface du schistosomule. 

Les schistosomules marqués par 1 ' l Z 5 ~  en présence de lactop6roxydase ( a )  sont incubés à 0°C pendant 30 mn 
dans une solution de Nonidet P40 0.5 % (b,c), Nonidet P40 1 % (d, e) ou Nonidet P40 0.5 % et desoxycholate 
de Na 0.1 % ( f ,  g) dans le tampon Tris-HL1 10 nt4 pH 6,8 contenant 100 U/ml d'aprotinine. Les schistosomu- 
les traités (b. d, f )  et les extraits solubles de parasites (c, e. g) sont analysés en gel de polyacryla- 
mide-SDS. L'équivalent de 100 parasi tes est analysé dans chacune des pistes. 



détergent n' e s t  que t r è s  faiblement augmentée lorsque les  schi stosomules 

sont t ra i  t é s  par l e  Nonidet P40 à 1 % ( e )  ou encore lorsqu'on combine 

l 'act ion d'un détergent ionique comme l e  desoxycholate de Na au Nonidet 

P40 ( g ) .  Dans les t r o i s  cas, une bande radioactive de poids moléculaire 

55 K e s t  retrouvée dans l e  sédiment de schistosonules marqués e t  

dans l ' e x t r a i t  détergent alors que des composants de naut poids molécu- 

l a i r e  ( > 109 K)  res ten t  associés aux parasi tes  ( b ,  d ,  f )  . A par t i r  de 

ces résul t a t s ,  nous pouvions concl ure q u ' u n  t r a i  tement des parasi tes par 

l e  Nonidet P40 à 0.5 X e s t  suffisant pour obtenir u n  échantillon repré- 

sentat i f  des protéines de surface extractibles par le  détergent. 

B.  Immunopréci~itation par des sérums de r a t s  

1. Caractérisation des antigènes ........................ ---- 

Les schistosomules iodés en surface sont t r a i t é s  par l e  Nonidet P40 

à 0.5 % puis l ' e x t r a i t  e s t  incubé en présence de sérums de r a t s  infectés 

par S.  mansoni. L'analyse en gel de polyacrylamide-SDS des complexes 

immuns isolés  par adsorption sur Protéine A-Sépharose, révèle 1 'existence 

de plusieurs antigènes dont l e  poids moléculaire varie de 30 à 40 K. 

Des résu l ta t s  identiques sont obtenus lorsque l 'électrophorèse e s t  

effectuée dans des conditions réductri ces (en présence de -mercapto- 

éthanol) suggérant que les  molécules antigeniques de 30-40 K sont 

constituées de chaînes uniques. 

La f igure 6A (p.42) présente les  résu l ta t s  d'une analyse cinétique 

réalisée avec des s6rums de ra t s  Hooded-Lister collectés à des pcriodes 

variables après 1 ' infection. On observe que les  anticorps di r i  gés contre 

les  antigènes 30-40 K apparaissent dans l e  sérum après 4 semaines e t  

restent présents au moins jusqu'à l a  25ème semaine d' infection. Des 



Semainesaprès l'infection 

Figure 6 : Immunopr6cipitation des antigènes de surface du 

schistosomu1e par des sérums de ra t s  infectés.  
A - Des sCrums de r a t s  Hooded-Lister c o l l e c t é s  avant (O) ou après 2 - 25 semaines d ' i n f e c t i o n  par  

S. mansoni sont incubés avec un e x t r a i t  Nonidet P40 0.5 % de schistosomules iodés en présence de 
lactoperoxydase, dans l e s  cond i t ions  d e c r i t e s  dans "Matér ie l  e t  MBthodes". Les complexes immuns sont 
i so lés  pa r  adsorpt ion sur  Protéine-ASépharose p" is  avalysés en g e l  de pol!acrylamide-SDS (10 - 15 X I .  
Des sérums de r a t  F ischer  i n fec tes  par  Dipetalonemalviteae (Dv) ou in fec tes  pa r  S. mansoni ( ~ m )  depuis 
8 semaines sont u t i l i s é s  comne cont rô les .  ' . 

B - Le ma té r i e l .  non f i x é  su r  l a  Protéine A-Sépharose l o r s  de l 'expér ience A, e s t  ensu i te  incubé avec 
10 p l  de sérum de chèvre ant i - IgG de r a t  pendant 18 h à 4°C p u i s  redéposé sur  l a  Pro té ine A-Sepha- 
rose. Les produ i ts  é lues de l a  Pro té ine A sont analysés dans l e s  cond i t ions  déc r i t es  en A. 
L ' a d d i t i o n  de sérum an t i - I gG  de r a t  ( b )  à un mélange d ' i ncuba t i on  d'un e x t r a i t  de paras i tes  avec du 
sérum de r a t  i n f e c t é  depuis 8 semaines (a )  ne modif ie pas l e  p r o f i l  é lec t rophoré t ique des p rodu i t s  
élués de l a  Protéine A. 



contrôles u t i l i s an t  d u  sérum de r a t  normal ou d u  sérum de r a t  infecté 

par l a  f i  l a i r e  Di petalonema vi teae démontrent la spéc i f ic i té  de genre 

Schistosoma de ces antigènes. 

Dans cet te  expéri ence, 1 ' électrophorèse des antigènes a é t é  

effectuée dans u n  gradient l inéaire  10-15 % de polyacrylamide mais l e  

pouvoir de résol ution dans la  zone 30-40 K du gel e s t  fa ible .  Des 

expériences ultérieures o n t  é t é  fâ i tes  en gel homogène 13 % e t  dans ces 

conditions, nous avons pu distinguer au moins quatre composants de 

poids moléculaire 40 K, 38 K ,  37 K e t  32 K (voir  Fig. 1 3 ,  p.59).  

Toutefois, nous avons enregistré d' importantes variations dans 1 ' i  ntensi t é  

de la  bande 40 K au cours des expériences. 

La méthode d '  isolement des complexes immuns requiert  l a  f ixat ion 

des immunoglobulines sur l a  Protéine A par leur fragment Fc. MEDGYESI 

e t  al ont étudié l ' a f f i n i t é  des immunoglobulines de r a t  appartenant aux 

différentes sous-classes d'IgG e t  montré que les IgGl e t  les  IgG2c se 

f ixent  sur la Protéine A a lors  que les IgG2a e t  IgG2b ne se f ixent  pas 

(133), Etant donni que les immunoglobulines de l a  sous-classe IgG2a 

représentent la  majeure partie des IgG du r a t  (65) ,  i l  é t a i t  nécesZajre 

de rechercher s i  des anticorps n'ayant pas d ' a f f i n i t é  pour la Protéine A 

pouvaient ou non reconnaitre d'autres antigènes de surface d u  schisto- 

somule. Les "effluents" de l a  Protaine A-Sépharose provenant de l 'exp6- 

rience de la figure 6A o n t  donc é t é  incubés en présence de sérum de 

chèvre anti-IgG de r a t  puis redéposés sur des b i l les  de Protéine A- 

Sépharose. Les résu l ta t s  de l 'analyse des produits él ués de ces b i l l e s  

sont présentés dans la figure 6B ( p.42). Seules quelques traces de 

radioactivitesont détectées dans la zone 30-40 K qui correspondent aux 

antigènes précédemment caractérisés.  Ces expériences démontrent donc 

que parmi les composants de surfdce du schistosomule, seuls quatre 



antigènes majeurs marqués par 1 ' 1 2 5 ~  sont reconnus par les IgG spécifiques 

produitesdans l a  schistosomiase du r a t .  On ne peut toutefois pas exclure 

une participation possible d 'autres classes d'immunoglobulines ayant une 

a f f i n i t é  p o u r  l a  Protéine A (IgM par exemple) dans la reconnaissance de ces 

antigènes. 

2. jEtude de 1 ' access ib i l i té  des antigènes 
/ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  ---- 

L'observation que les  a-ntigènes 30-40 K ne peuvent plus ê t r e  isolés 

à par t i r  de parasites ayant é t é  incubés en présence detrypsine, é t a i t  déja 
- 

en faveur de leur localisation à la surface du parasite.  Des données 

complémentaires furent  ensuite obtenues confirmant l 'exposition de ces anti  

gènes à la surface du  parasite e t  démontrant leur accessibi l i té  aux ant i -  

corps qui leur sont spécifiques. 

a )  Iodation catalysée par des enzymes insolubilisées 

Les techniques de marquage u t i l i san t  des enzymes insolubilisées 

permettent d '  éliminer la  contamination possible des produits iodés 

par ces enzymes. Dans l e  cas précis des marquages de surface, l e  

principal avantage apporté par 1 ' insol ubi 1 i sation des enzymes e s t  

d '  empêcher leur pénétration à travers les  membranes cel lulaires  e t  

donc d '  év i te r  l e  marquage de certains composants cel lulaires  internes. 

Nous avons effectué l e  marquage par 1 ' 1 2 5 ~  des schistosomules 

en présence d'un réac t i f  commercialisé par BioRad (BioRad Lab., 

Richmond, California) sous l e  nom d '  "enzymobead radioiodination reagent". 

Ce réact i f  e s t  constitue par de la lactopéroxydase e t  de la glucose 

oxydase couplées à u n  support solide.  L'addition de glucose à la 

suspension de bi 11 es entraîne 1 a génération par la glucose oxydase 



de H202 q u i  s e r t  a l o r s  de s u b s t r a t  à l a  lac topéroxydase.  Dans c e t t e  

expér ience, l e s  r é s u l t a t s  de 1 ' immunopréci p i  t a t i o n  pa r  des sérums 

de r a t  o n t  é t é  i d e n t i q u e s  à ceux obtenus après i o d a t i o n  des p a r a s i t e s  

en présence de lactopéroxydase s o l u b l e  e t  d1H202 (F ig .  7, p.46; comparer 

a e tb ) .  En conséquence, ces r é s u l t a t s  i n d i q u e n t  que l e  marquage des 

ant igènes 30-40 K n ' e s t  pas dû à l a  p é n é t r a t i o n  de l a  lac topéroxydase 

à 1 ' i n t é r i e u r  du p a r a s i  t e  e t  con f i rmen t  1 ' e x p o s i t i o n  de ces ant igènes 

à 1 a s u r f a c e  du p a r a s i t e .  

b)  Accessi b i  1 i t é  aux a n t i c o r p s  s p é c i f i q u e s  

Le r ô l e  des an t igènes  de su r f ace  dans l ' immun i t é  dépend de 

l ' a c c e s s i b i l i t é  aux a n t i c o r p s  du sérum, des déterminants an t igén iques  

exposés à l a  sur face du p a r a s i t e  v i v a n t .  Nous avons r é a l i s é  deux types 

d 'expér iences  dans l e  b u t  de démontrer l a  f i x a t i o n  p o s s i b l e  des a n t i -  

corps aux ant igènes 30-40 K l o r sque  ceux-ci  son t  incorporés  dans l a  

membrane du paras i  t e .  

Dans l a  première expér ience, l e s  schistosomules iodés  o n t  é t é  

incubés en  présence de sérum de r a t  i n f e c t é  e t  l e s  Complexes immuns - 

formés à l a  sur face du p a r a s i t e  o n t  é t é  i s o l é s  pu i s  analysés (F ig .  7, c 

p .  4 6 ) .  Dans l a  seconde expér ience, l e s  immuns complexes o n t  é t é  formés 

à l a  s u r f a c e  de schistosomules non marqués p u i s  i s o l é s  e t  marqués 

pa r  1 ' 1 2 5 ~  avant d ' ê t r e  analysés ( f i g .  7, d)  . Dans chacun des cas, nous 

avons pu i d e n t i f i e r l e s  ant igènes 30-40 K e t  appo r te ra i ns i  l a  preuve 

que ces ant igènes de su r f ace  son t  access ib les  aux a n t i c o r p s  du ssrum 

e t  s u r t o u t  que c e t t e  a c c e s s i b i l i t é  n ' e s t  pas l a  conséquence d 'une 

m o d i f i c a t i o n  del a s t r u c t u r e  membranaire due aux cond i t i ons  de marquage. 



Figure 7 : Accessibilité des antigenes de surface du schistosomule. 

Les paras i tes  sont marqués par 1 ' 1 2 5 ~  en présence de lactopéroxydase soluble (a) ou d '  "enzyniobeads" 
(BioRad Lab.. CA) selon l e  pro toco le  conse i l l é  pa r  BioRad (b) .  Les antigenes de 500 ( a )  e t  5000 (b)  
paras i tes  sont imnunoprécipités par  du sérum de r a t  in fec té .  

Dans c e t  d, 4000 schistosomules marqués en presence de lactoperoxydase soluble ( c l  ou  non marqués i d )  
sont incubés pendant 1 h à 4OC dans 250 p l  de serum de r a t  i n f e c t é  préalablement chau f fe  30 mn à 56OC e t  
d i l u é  au 1/2 par du tampon PBS contenant 5d NaF, 200 U/ml a p r o t i n i n e  e t  0.5 nt4 PMSF. Les pa ras i t es  sont 
ensu i te  lavés dans l e  tampon PBS e t  t r a i t &  par l e  Nonidet P40 à 0.5 X .  Les complefft iinnuns sont adsorbés 
sur l a  Protéine A-Sipharose pu i s  analysés directement ( c l  ou après marquage par 1 '  1 e t  l a  chloramine T 
selon l a  technique de HUNTER e t  GREENWOOO (Réf. 134 $ (d l .  En d, l a  bande de 55 K correspond vraisemblable- 
ment à des chaines lourdes d'IgG. 



Immunopréci pi tation par des sérums de souris 

Les résu l ta t s  d'une étude cinétique comparable à cel le  effectuée 

chez l e  r a t ,  sont présentés dans 1 a figure 8 ,  D ( p -48 ) . Les sérums 

des souris C57B1/6 infectées par S .  mansoni reconnaissent les antigènes 

de surface de poids moléculaire 30-40 K précédemment caractérisés.  On 

observe cependant une différence dans l e  délai d'apparition des an t i -  

corps chez l a  souris e t  l e  r a t  infectes . En e f f e t ,  l a  réponse anticorps 

n ' e s t  observée chez l a  souris qu'après 7 semaines d' infection alors  

qu ' e l l e  apparait chez l e  r a t  à par t i r  de la  4ème semaine d'infection 

(Fig. 6 ,  p .  42 ) .  On peut noter également l a  présence de bandes addition- 

nelles de poids moléculaire lOûK, 80 K e t  20-25 K qui sont particulière- 

ment évidentes lorsqu'on considère les  sérums prélevés aux périodes 

tardives de 1 ' infection. 

D.  Immunopréci pi ta t ion par des sérums de primates 

Parmi les  antigènes de surface précipités par des sérums de 

singe ou d'homme infectés par S. mansoni, on observe à nouveau l a  

présence des composants majeurs 30-40 K (Fig. 8 ,  B e t  C ) .  D'autres 

antigènes mineurs de poids moléculaire pl us élevé sont aussi préci pi tés 

par 1 es  sérums des deux espèces e t  dans l e  cas de 1 'homme, des anti gènes 

d o n t  l e  poids moléculaire varie entre 20 e t  25 K sont reconnus avec 

une intensi té  différente selon les  individus (Fig. 8B e t  9 ,  p .  48 ) .  

De nombreuses parentés antigéniques ont é t é  mises en évidence 

entre S.  mansoni e t  S. haematobium (81). De plus des réactions croisees 

importantes ont é t é  observées entre S. mansoni e t  Fasciola hepatica ; 



Figure  8 : Analyse des antighes de surface de schistosomules i s o l é s  

par des sbrunas de rat ( A ) ,  d'homme ( B I ,  de singes (Cl ou 

- ' -  
de souris (D l .  

. - 
N : siru mnrl, 1 : dnr d'lnhctbn. En C, ~ c n  r*w test6 les sérums pr&lev&s chez âeux singes 

d s  c)*k rr mqultleii I an total âe 1000 carcalras. Les dannêes oresent4ies 
wr .iie(rtm d&lqw dim lequelle les sérms âe souris C 578116 sont 
m S  4 - 16 1 1 -  d1fltf&lWl. 

Figure 9 : Analyse des antigènes 

de sur face de S. mansoni p r é c i p i -  

t és  par des sérums de pa t ien ts  

i n fec tés  par  Schi stosoma mansoni 

(Sm), Schi stosoma haematobi um 

(Sh) ou Fasc io la  hepatica (Fh). 



une p r o t e c t i o n  con t re  1  ' i n f e c t i o n  pa r  S. mansoni a  même pu ê t r e  obtenue 

chez l a  s o u r i s  après i n j e c t i o n  d ' e x t r a i t s  de F. hepat ica (135).  Pour 

ces ra isons ,  nous avons comparé dans 1  'expér ience  de l a  f i g u r e  9 (p .48)  

l e s  p r o f i l s  é l ec t ropho ré t i ques  des ant igènes de sur face  de S. mansoni 

i s o l é s  p a r  des sérums de p a t i e n t s  a t t e i n t s  de sch is tosomiase à 

S.  mansoni ou à S. haematobium ou i n f e c t é s  p a r  F. hepat ica.  Les 

r é s u l t a t s  montrent  que l e s  paren tes  an t igén iques  e n t r e  S. mansoni 

e t  F. hepa t i ca  s o n t r é d u i t e s a u x  quelques ant igènes de hau t  po ids  molé- 

c u l a i r e  a l o r s  qu'une i d e n t i t é  beaucoup p lus  impor tan te  e s t  mise en 

évidence e n t r e  S. mansoni e t  S. haematobium. Les d i f f é r e n c e s  observées 

concernent a l o r s  l e s  ant igènes 32 K e t  20-25 K q u i  appara issen t  spéc i -  

f i ques  de S. mansoni, l e s  au t res  ant igènes 30 - 40 K é t a n t  spéc i f i ques  

du genre Schistosoma . 

E. D iscuss ion  

Le marquage des schistosomules par  1 ' l Z 5 1  en présence de l a c t o -  

péroxydase nous a  permis de démontrer 1  ' e x i s t e n c e  d ' un  nombre 1  i m i t é  - 

de composants de su r f ace  p r é c i p i t a b l e s  par  l e s  a n t i c o r p s  p r o d u i t s  au 

cours de l a  sch is tosomiase humaine ou expér imenta le .  Q u a t r e  ant igènes 

de po ids  m o l é c u l a i r e  40 K, 38 K, 37 K e t  32 K o n t  pu ê t r e  i d e n t i f i é s  

p a r  des sérums de r a t s ,  de sou r i s ,  de singes e t  d'hommes i n f e c t é s  par  

S. mansoni. Ces d i f f é r e n t e s  espèces animales développent une immunité 

à l a  r é i n f e c t i o n  p a r  S. mansoni (6,  23, 27, 28) e t  il e s t  s u r t o u t  i n t é r e s -  

san t  de n o t e r  que l e s  a n t i c o r p s  spéc i f i ques  des ant igènes 30-40 K sont  

dé tec tés  à l a  f o i s  chez l e  r a t  e t  l a  sou r i s  au moment où 1  'an imal  a c q u i e r t  

une immunité à l a  r é i n f e c t i o n .  Ce t t e  pér iode correspond chez l e  r a t  à l a  

4ème semaine d ' i n f e c t i o n  e t  chez l a  s o u r i s  à l a  7ème semaine d ' i n f e c t i o n  



( c f  F i g .  10 e t  r e f .  27, 28).  Un premier  p i c  d ' immuni té  a  é t é  e n r e g i s t r é  

chez l a  s o u r i s  vers l a  3ème semaine d ' i n f e c t i o n  qu i  semble correspondre 

à un r e t a r d  dans l a  m i g r a t i o n  des pa ras i t es  v e r s  l e  poumon (28 ) .  Nous 

avons pu v é r i f i e r  1  'absence d ' a n t i c o r p s  spéc i f i ques  des ant igènes 

30-40 K  dans l e  sérum des animaux p ré levés  à c e t t e  pér iode  précoce 

de 1  ' i n f e c t i o n .  

Par a i  1  l e u r s ,  1  a  démonstrat ion que l e s  déterminants  an t igén iques  

d é f i n i s  p a r  l e s  a n t i c o r p s  du sérum son t  access ib les  à l a  sur face  des 

p a r a s i t e s  v i v a n t s  e s t  en faveur  d ' u n  r ô l e  p o s s i b l e  de ces ant igènes 

dans 1  es mécanismes d '  immunité dépendant d ' a n t i c o r p s  spéci  f i ques .  

Lorsque l e s  schistosomules son t  marqués p a r  l e  r é a c t i f  de BOLTON- 

HUNTER, l e s  ant igènes de sur face  30-40 K son t  à pe ine i d e n t i f i a b l e s .  

Par con t re ,  l e s  ant igènes majeurs p r é c i p i t é s  p a r  des sérums de r a t s  c o r -  

respondentàdes  bandes de 100 Ky  95 K y  80 K y  70 K  e t  à une bande beaucoup 

p l u s  i n t e n s e  dont  l e  po ids  mo lécu la i r e  v a r i e  de 26 à 20 K  (F ig .  11, b, 

p .  52 ).  Des r é s u l t a t s  sensiblement i den t i ques  peuvent ê t r e  obtenus après 

immunopréc ip i ta t ion  p a r  des sérums de sou r i s ,  de singes e t  d'hommes 

i n f e c t é s .  

P l u s i e u r s  hypothèses peuvent e x p l i q u e r  l e  f a i t  que l e s  composants 

30-40 K  s o n t  représentés de façon mineure après i o d a t i o n  pa r  l e  r é a c t i f  

de BOLTON-HUNTER. 11 e s t  p o s s i b l e  que l e s  ant igènes 39-40 K possèdent . 

peu ou pas de groupements NH2 access ib les  au r é a c t i f  i odé  ou encore 

que l a  f i x a t i o n  du r é a c t i f  i odé  s u r  l e s  ant igènes empêchent l e u r  recon- 

naissance p a r  1  es a n t i c o r p s  spéc i f iques .  Une a u t r e  hypothèse s e r a i t  

que dans l e s  cond i t i ons  de marquage pa r  l e  r é a c t i f  de BOLTON-HUNTER, il 

se p r o d u i t  une l i b é r a t i o n  accrue des ant igènes 30-40 K dans l e  m i l i e u .  

Dans l ' e x p é r i e n c e  de l a  f i g u r e  11, l e s  p a r a s i t e s  o n t  é t é  marqués succes- 

s ivement p a r  l e  r é a c t i f  de BOLTON-HUNTER pu i s  iodés  en présence de 
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Figure 10 : Développement d'une immunité de protection 

contre S. mansoni chez l e  r a t  e t  1 a souris  

(d 'après  SMITHERS e t  TERRY,  Ref. 16) 

Les animaux sont infectés par des cercaires à des périodes différentes suivant une première infection. 
L'imnunité est exprimée en fonction du nombre de parasites récupérés des poumons. Plus le pourcentage de 
parasites est bas, plus l'immunité est importante. 



a b c d e f  

Figure 11 : Comparaison des antigènes de surface iodés 

en présence de lactoperoxydase ou  par l e  

réac t i f  de BOLTON-HUNTER. 

Les ant igenes de surface son t  immunoprécipit@s par du serum de r a t  infect6,a p a r t i r  de schistosomules 
marqués en présence de lactoperoxydase (a)  ou par l e  r é a c t i f  de BOLTON-HUNTER (b ) .  En c e t  d, l e s  
schistosomules sont incubés en tampon EBSS pH 8,5 avec ( c )  ou sans (d) l e  r e a c t i f  de BOLTON-HUNTER 
pu is  iodés en présence de lactop6roxydase. En e e t  f, l e s  schistosomules sont incubQs en présence de 
lactopt?roxydase e t  d1H202 avec (e) ou sans ( f )  1251 pu is  marqués par  l e  r é a c t i f  de BOLTON-HUNTER. 



lactop~roxydase ou inversement. Les résul t a t s  montrent que s i  une 

seconde iodation en présence de lactopéroxydase n'affecte pas l'isolement 

des antigènes préalablement marqués par l e  réac t i f  de BOLTON-HUNTER ( c )  , 

1~'iodation par l e  réact i f  de BOLTON-HUNTER de parasites déjà marqués 

en présence de lactoperoxydase entraîne la  disparit ion quasi-quantitative 

des antigènes 30-40K isolés  ( e ) .  

Enfin, une comparaison e s t  t r è s  délicate entre nos résul ta ts  

e t  ceux obtenus par TAYLOR e t  al (132) après marquage par l 'acide - 
iodosulfanilique de schistosomules de 18 heures. Après analyse en gel 

de polyacrylamide-SDS des antigènes reconnus par des sérums de souris 

infectées,  ces auteurs ident i f ient  dans l e  gel ,  t r o i s  pics de radioacti- 

v i t é  à des poids moléculaires moyens de 105K, 68K e t  28K, dont certains 

peuvent, compte tenu de l a  pl us grande finesse de résol ution des analyses 

autoradiographiques, correspondre à des antigènes préalablement identi- 

f i é s  après marquage par l e  réactif  de BOLTON-HUNTER. 

I I I .  ANTIGENES DE SURFACE DEFINIS P A R  DES ANTICORPS MONOCLONAUX 

La découverte de 1 'hybridation ce1 1 ul a i r e  en 1960 par BARSKI e t  

CORNEFERT (136) a conduit au cours de ces dernières années à u n  intense 

développement des techniques de fusion ce l lu la i re .  Dans l e  domaine 

immunologique en parti cul i e r ,  KOHLER e t  MILSTEIN furent les premiers 

en 1975 à fusionner une cel lule  myélomateuse e t  un lymphocyte B ,  immor- 

t a l i s an t  ainsi  u n  génome B lymphocytaire producteur d'immunoglobulines 

monoclonal es j 137). La production e t  1 ' u t i  1 i çation d'anticorps monocl o- 

naux ont connu alors  u n  essor considérable, autant pour 1 'étude des 

marqueurs de populations ce1 lulaires  que pour 1 ' ident i f icat ion d 'an t i -  

gènes tumoraux e t  de différenciation tissu1 a i re .  Enfin, 1 'application 

de ce t te  technique aux modèles parasi ta i res  a permi s de sélectionner 



au laboratoire, divers anticorps monoclonaux spécifiques.de S.  mansoni 

(138) parmi lesquels une immunoglobuline de sous-classe IgGZa, appelée 

IPLSml, a é té  pl us spécialement étudiée pour  ses propriétés biologiques 

parti cul i ères (1261, 

A. Caractéristiaues des a n t i c o r ~ s  IPLSml 

1. Sélection de 1 'hybride ce1 lu l a i r e  ---------------- ---------------- 

Le schéma, présenté dans la  figure 1 2 ,  résume les différentes 

étapes de l a  fusion cel lulaire  e t  du clonage des cel lules  hybrides 

qui ont permis à J.M. GRZYCH de sélectionner l e  clone IPLSml. Une 

description détai l lée  de la technique a é té  f a i t e  précédemment (126). 

Brièvement, des cellules spléniques sont prélevées chez un 

r a t  infecté par S. mansoni depuis 35 jours e t  mises à fusionner avec 

des cel lules  myélomateuses IR983F. Ces cel lules  sont dérivées d'un 

immunocytome de r a t  LOU/C ; el les  sont non productrices d'immunogl obul ines 

e t  présentent une déficience en hypoxanthine guanine phosphoribosyl 

transférase (HGPRT , E . C .  2.4.2.8.) (139). La fusion ce l lu la i re  est .  

induite par l e  polyéthylène glycol e t  l e  diméthylsulfoxide, e t  l a  

sélection s'opère en mi l ieu HAT (hypoxanthine, aminoptérine, thymidine) 

(143). Le clonage des ce1 1 ules hybrides productrices d'anticorps speci - 

fiques de S. mansoni e s t  ensuite effectué par la  technique de dilution 

limite. Les clones pos i t i f s  sont soumis à u n  second clonage puis mul- 

t ip l  iés .  

La production massive d'anticorps monoclonaux e s t  envisagée s o i t  

en cul ture in vi t ro ,  soi t par l e  développement d'asci tes  in vivo. Les 

concentrations en protéines monoclonales obtenues sont de l 'ordre d u  

pg/ml dans les surnageants de cul ture in v i t ro  alors qu'el l e s  peuvent 

atteindre plusieurs mg/ml dans les  liquides d 'asc i te .  
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F i g u r e  12 : P r o d u c t i o n  d e s  a n t i c o r p s  monoclonaux. 



La spécif ic i té  anti-S. mansoni des anticorps IPLSml a é t é  détectée 

par immunofluorescence indirecte sur coupes de schistosomules. L'isotype 

IgG2a des immunoglobulines monoclonales a é t é  déterminée par 1 a technique 

de double diffusion en gel (141). 

2. Prop-iétés --- ------------ biologiques --------------- des anticores -------- IPLSml 

Les premières démonstrations de 1 'existence d'une cytotoxi ci t é  

dépendante d'éosinophiles e t  d'anticorps spécifiques furent apportées 

par BUTTERWORTH e t  al ( 5 2 )  qui observaient que des éosinophiles 

humains normaux pouvaient tuer in vi t ro des schistosomules de S.  mansoni 

en présence des anticorps IgG du sérum de patients infectés par S .  mansoni. 

CAPRON e t  al décrivirent chez l e  r a t  u n  système analogue impliquant 

des anticorps de sous-classe IgG2a (53) ; l 'analyse des populations 

ce1 1 ulaires actives dans ce mécanisme montra aussi que 1 es mastocytes 

potenti al i  saient 1 a cytotoxici t é  par les  éosinophiles (64)  . 

GRZYCH e t  al (126) ont étudié l ' e f f e t  des anticorps IPLSml dans 

ce système e t  démontré que les  surnageants de culture d u  clone IPLSml 

présentaient une ac t iv i té  cytotoxique comparable à cel le  d'un sérum . 

de r a t  infecté depuis 35 jours (85 - 90 %).  D'autre par t ,  l a  mu1 t ipl  i  - 

cation du clone IPLSml par induction de tumeurs chez l'animal a permis 

d'obtenir dans les  liquides d 'asc i te  des quantités t rès  importantes 

d'anticorps cytotoxiques : u n  pourcentage de mortalité de 70 % fu t  encore 

enregistré pour une di1 ution au 1/4000ème d u  liquide d 'asc i te .  Le pouvoir 

cytotoxique des imrnunogl obul ines monoclonal es purifiées par chromatographie 

d'échange d' ions (sur DEAE-Trisacryl, IBF, France) n ' é t a i t  que trèspeu 

inférieur à celui d u  1 i ~ u i d e  d ' a sc i t e  d o n t  el l e s  étaient ex t r a i t e s .  Enfin, 

l a  présence de mastocytes é t a i t  nécessaire pour obtenir une cytotoxicité.  



La démonstration in vitro d' .activités biologiques similaires 

entre les  anticorps IPLSml e t  l e  sérum de r a t  infecté ,  fu t  en partie 

à l 'o r ig ine  de 1 ' i n t é r ê t  porté à 1 'étude in vivo du rôle des anticorps 

IPLSml dans l'immunité acquise à S. mansoni. Par des expériences de , 

t ransfer t  passif chez l e  r a t ,  GRZYCH e t  al (126) démontrèrent que 

l ' in jec t ion  du liquide d ' a sc i t e  IPLSml protégeait de manière s ignif icat ive 

(50 - 60 %) l'animal d'une infection par S. mansoni. Un degré de protec- 

tion comparable peut ê t r e  obtenu par injection de sérum de r a t  infecté 

Ces résu l ta t s  é taient  également en accord avec l e s  observations précé- 

dentes de CAPRON e t  al montrant que 1 ' é l  imination des anticorps IgG2a 

du sérum de r a t  infecté réduisait  de plus de 50% sa capacité à transférer 

1 ' immunité (38).  

B. Identification de 1 ' antigène reconnu par 1 es anticorps 1 PLSml  

L 'eff icaci té  des anticorps IPLSml dans les mécanismes de cytoto- 

x i c i t é  in v i t ro  suggérait une reconnaissance spécifique de l a  surface 

des schistosomules e t  leurs fonctions protectrices in vivo la issaient  

supposer que l 'on  puisse i so ler  par ces anticorps u n  antigène poten- . 

tiellement protecteur contre l ' in fec t ion  par S .  mansoni. 

La reconnaissance spécifique de 1 a surface du schistosomule fu t  

tout d'abord mise en évidence par l a  technique d'immunofluorescence 

indirecte e t  1 ' ident i f icat ion de 1 'antigène de surface défini par les 

anticorps IPLSml f u t  réal i  sée par la  technique d ' immunopréci pi ta t ion,  

précédemment appliquée à 1 'isolement des antigènes reconnus par les  

sérums d'hôtes infectés.  Pour pa l l ie r  l e  manque d ' a f f in i t é  des IgG2a 

de r a t  pour l a  Protéine A ,  des anticorps anti-IgG de r a t  furent préala- 

blement fixés sur la  Protéine A-Sépharose. 



Les résu l ta t s  présentés dans . la  figure 13A (p. 53 ) indiquent 

que l e s  anticorps IPLSml précipitent spécifiquement u n  antigène de 

surface du schistosomule de poids moléculaire 38.000 (b) .  Cet antigène 

38 K correspond effectivement à l 'un des antigènes 30-40 K précipités 

par l e s  anticorps produits durant l ' in fec t ion  du r a t  ( c )  puisqu'il 

ne peut plus ê t r e  isolé par les  anticorps du sérum lorsque l ' e x t r a i t  

de schistosomules marqués a é té  préalablement incubé avec l e  liquide 

d ' a sc i t e  IPLSml (d)  

De pl us, 1 es résul ta ts  d'une expérience dans 1 aquel l e  1 'antigène 

38 K e s t  d'abord isolé par précipitation avec les anticorps IPLSml 

puis incubé avec des sérums de divers hôtes infectés par S. mansoni , 

confirment que l a  souris, l e  singe e t  l'homme développent aussi au cours 

de l ' infect ion une réponse anticorps contre l 'antigène 38 K y  défini 

par 1 ' anticorps monocl onal (Fig . 13B, p.  59 ) . 

En conclusion, ces expériences suggèrent que l 'antigène 38 K 

puisse représenter au niveau du schistosomule la  c ible  des mécanismes ' 

effecteurs spécifiques dépendants d'éosinophiles. Nous avons préalable- 

ment observé que les  anticorps anti 30-40 K e t  anti-38 K en part icul ier ,  

apparaissent dans l e  sérum du r a t  vers l a  4ème semaine d' infection 

(Fig. 6A, p. 42 ) ,  c'est-à-dire à l a  période à laquelle l'animal devient 

immun à l a  réinfection (Fig. 10, p. 51 ) .  Cette observation, s 'ajoutant 

à l a  démonstration du pouvoir protecteur des anticorps IPLSml, s e r a i t  en 

faveur d'un rôle potentiel de 1 'antigène 38K dans l e  développement 

de 1 ' immunité à S .  mansoni . 



Figure 13 : Identification de l 'ant igène de surface reconnu par les  
anticorps monoclonaux IPLSml. 

A. Un e x t r a i t  détergent de 500 schistosomules e s t  incubé avec 10 p l  de l i q u i d e  d ' a s c i t e  IR983F (a )  ou 
IPLSml (b )  pu is  déposé sur Proté ine A-antiIgG de r a t  ( v o i r  "Matériel  e t  Méthodes"). Les p r o d u i t s  
élués sont analysés en SDS-Page. Le maté r ie l  qu i  n 'a  pas réag i  avec l a  Proté ine A en a e t  b e s t  
ensuite incubé avec 10 (il de sérum de r a t  i n f e c t e  e t  l e s  complexes immuns sont i s o l é s  sur Proté ine A- 
Sépharose p u i s  analysés respectivement en c e t  d. 

B. Les complexes immuns formés après incubat ion d 'un  e x t r a i t  détergent de paras i tes  avec l e  l i q u i d e  
d ' a s c i t e  IPLSml sont i s o l é s  sur Proté ine A-ant i IgG de r a t  pu is  glués en SDS 2 % à lûJ°C pendant 
2 mn. L ' é l u a t  e s t  d i l u é  par 6 volumes de T r i  ton  x 100 2 % ( v o i r  "Matériel  e t  Méthodes") e t  incube 
avec 10 p l  de sérum normal (N)  ou de sérum d'botes i n f e c t é s  (1 ) .  Les l i q u i d e s d ' a s c i t e s  IR983F e t  
IPLSml sont u t i l i s é s  comme contrô les.  



Toutefois, i l  e s t  important de remarquer que s i  les anticorps 

anti  -38K continuent à ê t r e  détectés -dans l e  sérum des animaux jusqu ' 

à l a  25ème semaine d' infection (Fiq .  6A, p .  42 ) l'immunité développée 

par 1 'animal s'annule vers l a  10-12ème semaine ( Fig. 10, p. 51 ) .  Tous 

l e s  anticorps dirigés contre l 'antigène 38 K ne seraient donc pas doués 

d ' ac t iv i t é  cytotoxique ou protectrice! C'est ce qui a  é té  confirmé 

récemment grâce à l a  sélection d'un clone IPLSm3 sécrétant des IgG2c 

monoclonales spécifiques de l 'antigène 38K. Non seulement ces anticorps 

IPLSm3 ne sont ni cytotoxiques in v i t ro ,  ni protecteurs in vivo, mais 

en plus i l s  peuvent inhi ber les ac t iv i tés  cytotoxiques e t  protectrices 

des anticorps IPLSml ( 142) .  En conséquence, 1  ' immunité de 1 ' hôte 

pourrait donc ê t re  dépendante d'un mécanisme de régulation de la 

réponse humorale anti-38K, opérant au niveau de l a  synthèse préférentielle 

de certaines sous-classes d'IgG. 



IV. ANTIGENES COMMUNS AUX DIFFERENTS STADES DU PARASITE 

Les modal i tés d '  interaction entre 1 'hôte e t  le  parasi t e  varient 

largement en fonction d u  stade parasitaire considéré. En e f f e t ,  l e  

parasite subi t  au cours de son développement de nombreuses modifications 

de surface e t  différents  auteurs (73 - 76)  ont montré que s i  l e  schisto- 

somule e s t  l a  cible principale dans l e s  mécanismes d'immunité, ce1 ui-ci 

devient t r è s  v i te  au cours de sa maturation, insensible à la réponse 

immune de 1 'hôte, 1 'acquisition de molécules d 'hôte pouvant alors 

représenter un mécanisme essentiel d'évasion. Par a i l leurs ,  les  résul ta ts  

de SMITHERS e t  T E R R Y ,  indiquant que l e  ver adulte peut stimuler l e  

développement de 1 ' immunité ( 2 6 )  soulèvent 1 a question de 1 'existence 

d'antigènes communs aux stades larvaires e t  adulte du parasite. Une sér ie  

d'expériences a donc é t é  consacrée à l 'analyse des antigènes qui sont 

présents aux différents stades du parasite e t  qui possèdent en part icul ier  

un (des) déterminant(s) antigénique(s) commun(s) à 1 'antigène de surface 

38 K du schistosomule. 

A. Antigènes des premiers stades larvaires 

Dans 1 'expérience de la  figure 14A ( p .  62 ) , nous avons analysé 

les antigènes présents à la surface des cercaires e t  des schistosomules 

préparés mécaniquement puis incubés à 3 7 O C  pendant des temps différents.  

Les résul ta ts  de l'immunoprécipitation par un sérum de r a t  infecté mon- 

t r en t  1 'existence des antigènes 37-38 K à la surface des cercaires ( a )  

e t  des schistosomules ( b  - c ) .  L'antigène 40 K apparait sur les  schisto- 

somules après 1 h d'incubation ( c )  e t  u n  profil identique à celui observé 

pour les  schistosomules "peau" ( f )  e s t  obtenu pour des schistosornules 

incubés 2 h ( d )  ou 3 h ( e ) .  



L I ,  

LL r 

1 14 : Amlm drs antigkns th a 

surface &s stades 1 arvai ws . 



La reconnaissance de ces parasites par l e s  anticorps IPLSml a tout  

d'abord é t é  mise en évidence par l a  technique d'immunofluorescence 

indirecte.  Une fluorescence intense e s t  observée à la surface de la 

cercaire ( t ê t e  e t  partie caudale) ainsi  que sur l e s  schistosomules 

"mécaniques" incubés 1 h ou 3 h (Fi g. 15, p .  64 ) . Les résu l ta t s  de 

1 'immunoprécipitation par les  anticorps IPLSml (Fig. 14B, p .  62 ! 

confirment l a  présence de 1 'antigène 38 K à l a  surface des cercaires 

e t  des schistosomules ; celui-ci e s t  encore ident i f ié  à la surface des 

parasi tes  après 24 h d'  incubation. 

11 e s t  important de noter, dans l e  cas des cercaires e t  des schis- 

tosomules nouvellement transformés, qu'une proportion importante de la 

radioactivité immunoprécipitée e s t  associée à des composants de haut 

poids moléculaire (HPM). Une CO-précipitation non spécifique 

de ces composants semble peu probable puisque: 

- d'une part ,  i l  e s t  possible de précipiter à nouveau par les  anticorps 

IPLSml l e s  composants HPM ex t ra i t s  du gel d'une première analyse 

- d'autre  part ,  les  composants HPM ex t ra i t s  d u  gel sont capables d ' inhiber 

l a  reconnaissance de 1 'antigène 38 K du schistosomule par l e s  anticorps 

IPLSml . 

I l  semble également peu probable que ce t t e  radioactivité corres- 

ponde à des complexes immuns non  dissociés car l e  traitement des échan- 

t i l  lons en milieu réducteur (S-S) n 'a  pas modifié l e  profi 1 obtenu. 

Ces données suggèrent donc 1 'existence d'une ident i té  antigénique 

entre les  composants HPM e t  1 'antigène 38K. 



Figure 15 : F i xa t i on  des anticorps IPLSml 3 l a  surface des 
cercaires ( A )  e t  des sch is tosmul  es "mécaniques" , ... 

,f, . 8 %  
avant (B)  ou après 3 h d ' incubat ion ( C ) .  c z ~ -  : 

'" > 
Les parasites sont f i xes  en tampon PBS par l a  glutaraldehyde 0.5 X puis incubés 1/2 h 1 31°C dans du serum 
de lap in  sain d i l u e  au 1/10 (p6ur ev i te r  l a  f i x a t i o n  non specif ique des 1gG 1 l a  surface des parasites. 
re f .  53).  1MO parasites sont incubés 112 h d 37.C dans 1 ml d'une solut ion d 50 pglml d81gG2a ne presen- 
tant  pas d ' a c t l v i t e  anti-S. manson? (Cl19 BU. 1) ou d ' l g ~ 2 a  purifiéesdu l iqu ide d 'asc i te  IPLIn l  (2) .  La 
f i xa t i on  des anticorps esfï%SIéepar l 'add i t ion  d'un serum de lap in  anti-1gG de r a t  mrque par l a  f l i iores 
ceine (d i l u t i on  1/40& en tanpon PBS). 



Dans un second temps, nous avons étudié l e  devenir des antigènes 

HPM e t  38 K au cours de l a  transformation de la  cercaire en schistosomule. 

Pour ce1 a ,  des cercai res o n t  é t é  marquées en surface par 1 ' 1 2 5 ~  puis 

déposées sur u n  fragment de peau abdominale de souris. L'analyse des 

antigènes isolés a montré qu'environ 20 % de 1 'antigène 38 K initialement 

présent à l a  surface de la cercaire restent associés au schistosomule 

après l e  passage de l a  peau. Par contre, on ass i s te  à une disparit ion 

to ta le  des composants HPM de la  surface du parasi te .  

Des données complémentaires furent apportées par une cinétique 

d'incubation de schistosomules préparés mécaniquement à par t i r  de 

cercai res marquées. Les résul t a t s  , présentés dans 1 a figure 16, indiquent 

que les  antigènes HPM e t  38 K sont progressivement l ibérés  dans l e  

milieu au cours de la  maturation du parasite mais, comme i l  a é té  observé 

pour les  schistosomules "peau", les  antigènes HPM sont l ibérés  en propor- 

tion plus importante (90 %) par rapport à 1 'antigène 38 K (60 %) ceci après 

24 h d'incubation ( p .  601, 

En résumé, ces résul t a t s  indiquent que tous les  antigènes 30-40 K 

sont présents à l a  surface des schistosomules "mécaniques" lorsque 

ceux-ci atteignent l e  stade de schistosomule "peau", tout au moins en ce 

qui concerne l 'acquisi t ion de leur double membrane. Si les  antigènes 40K 

e t  32 K semblent spécifiques du stade "schistosomu1e", les  antigènes 38K e t  37K 

sont Drésents à l a  surface de tous les  stades 1 arvaires. Les résul ta ts  

de l'immunoprécipitation par des sérums immuns ou les anticorps IPLSml, 

montrent que des antigènes HPM, présentant une ident i té  antigénique avec 

l 'antigène 38 K ,  sont associés à l a  surface de la  cercaire.  L'observation 

que ces antigènes HPM sont l ibérés quantitativement lors  de la transfor- 

mation du  parasite par passage à travers la  peau, suggère qu ' i l s  fassent 
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Figure 16 : Libération des antigènes de surface de cercaires.  

Les schistosomules sont préparés mécaniquement à p a r t i r  de cerca i res marquéesen surface pu is  incubés en 
MEM pendant 1 h, 3 h  ou 24 h à 37°C. Les paras i tes sont  t r a i t é s  par l e  NP40 à 0.5 1. Les antigènes sont 
p r é c i p i t é s  par 10 p l  d ' a s c i t e  IPLSm1 ti p a r t i r  des e x t r a i t s  de500 paras i tes  ou de l e u r  m i l i e u  d ' incubat ion.  
Après analyse en gel de polyacrylamide e t  autoradiographie. l a  r a d i o a c t i v i t é  contenue dans les  por t ions  
du gel correspondant aux antigènes HPM ( A )  e t  38 K ( 0 )  e s t  déterminée. Le pourcentage d'ant igènes r e s t a n t  
associés à l a  surface des paras i tes e s t  ca lcu lé  par r a p p o r t  à l a  somme de l a  r a d i o a c t i v i t é  i so lée  des 
paras i tes  e t  du m i l i e u  d ' incubat ion.  



partie intégrante du glycocalyx cercarien. Quant à l 'antigène 38 K y  

sa détection continue sur les schistosomules tansformés ,peut 

correspondre à l a  mise en évidence d'une quantité résiduelle d'antigènes 

d'origine cercarienne. Toutefois, l e  f a i t  que l 'antigene 38 K so i t  l ibéré  

en quantité importante de l a  surface de la cercaire (80 % l o r s  du passage 

cutané) peut aussi traduire u n  t a u x  de renouvellement membranaire élevë 

pendant l a  période de transformation du parasi t e .  

B.  Antigènes de schistosomule au stade"poumonn 

Des parasites,  récupérés du  poumon de r a t s  infectés depuis 5 jours 

par S. mansoni, o n t  é té  marqués en surface par 1 ' lZ51. Les résul ta ts  

de 1 ' immunopréci pi ta t ion par les anticorps IPLSml n t  indiquent pas la 

présence de 1 'antigène 38 K à la surface des parasi tes  (Fig. 14 ,p. 62): Ceci 

pourrait ê t r e  la  conséquence d'un masquage de l 'antigène par des molécules 

d'hôte bien que les  résul ta ts  obtenus avec l e  sérum de r a t  infecté ne 

soient pas en faveur de cet te  hypothèse. En e f f e t ,  parmi les  antigènes 

30 - 40 K isolés  par les  anticorps du sérum, on remarque seulement l ' ab -  - 

sence de la bande 38 K e t  le  profil électrophorétique e s t  t r è s  similaire 

à celui précédemment obtenu lorsqu'un ex t ra i t  de protéines de schistoso- 

mules "peau" e s t  épuisé par les anticorps IPLSml avant d ' ê t r e  mis à 

réagir avec u n  sérum de r a t  infecté (Fig. 13, p .  59) .  On peut remarquer , 
dans l e  cas des schistosomules "poumon", des bandes additionnelles de 

poids moléculaire 22 e t  18 K y  apparemment spécifiques de ce stade parasi- 

t a i r e .  



Ces résul tats  indiquent donc que l 'antigène 38 K e s t  u n  composant 

de surface des premiers stades larvaires du parasi te .  I l  e s t  évidemment 

tentant de r e l i e r  l'absence (ou l a  non-exposition) en surface de cet 

antigène e t  la résistance du schistosomule "poumon1' aux mécanismes 

d'immunité spécifique. 

C .  Antigènes de schistosome 

L'existence d'antigènes communs aux schistosomules e t  aux schisto- 

somes de S. mansoni a é t é  mise en évidence par différents auteurs (120, 

143). Par a i l l eu r s ,  l e  parallèlisme observé entre  l 'évolution au cours 

de l ' in fec t ion  du rat,de la  réponse humorale contre les antigènes 30-40 K 

du schistosomule e t  la  réponse anticorps anti-schistosome (mesurée par 

l a  technique d'hémaggl utination passive) (Tableau I I ,  p .  69 ) ~ouvai  t sua- 

r~érerindirectement l a  présence chez l ' adul te  d'antigènes communs aux 

antigènes 30-40 K d u  schistosomule. 

1. Immunisation Far injection de schistosomes ------------- ----- ...................... 

Dans cet te  expérience, des r a t s  ont reçu par voie intrapéritonéale 

des injections successives de vers adultes de S .  mansoni.L1apparition 

d'anticorps dirigés contre l a  surface des schistosomules a é t é  analysée 

chez ces animaux en u t i l i s an t  les techniques d'immunofluorescence indi- 

recte  e t  d'immunopréci pi ta t ion .  Les profi 1 s él ectrophorétiques, présentés 

dans la  figure 17A (p.  7 1  ) montrent que l e  sérum des r a t s  immunisés par 

l e s  vers adultes reconnai t à l a  surface dii schistosomule les  antigènes 

30-40 K ( c )  e t  38 K en part icul ier  ( d ) .  D'autres antigènes de poids molécu- 

l a i r e  pl us faible  (20-2510 sont éqalement i so lés .  



TABLEAU II 

ETUDE DE LA REPONSE ANTI-SCHISTOSOMULE ET ANTI-SCHISTOSOME DANS 

L'INFECTION DU RAT 

Semaines Antigènes 30-40 K i s o l é s  Ant icorps a n t i  -Schi s t o -  
d '  i n f e c t i o n  R a d i o a c t i v i t é  en cpm some - T i t r e  HMG 

Les an t igènes  30-40K s o n t  p r é c i p i t é s  p a r  10p1 de sérum à ? a r t i r  de 500 schis tosomules marques. La q u a n t i t é  
d ' a n t i c o r p s  d i r i g e s  c o n t r e  u n  e x t r a i t  t o t a l  de schistosomes e s t  déterminée p a r  l a  techn ique  d 'hémagg lu t i -  
n a t i o n  pass ive  u t i l i s a n t  des hémat ies de mouton formolees s u r  l e s q u e l l e s  l ' a n t i g è n e  a P t e  c o u p l e  p a r  l a  
q l u t a r a l d é h y d e .  Le t i t r e  HMG correspond à l a  d i l u t i o n  l i m i t e  du sérum q u i  donne l i e u  à une h é m a g g l u t i n a t i o n .  



2. I d e n t i f i c a t i o n  des ant igènes ------------ communs 

Nous avons t e n t é  d '  i d e n t i f i e r  au n iveau  du schistosome l a ( 1  es) 

molécule(s)  q u i  peuvent ê t r e  responsable(s)  de l ' i n d u c t i o n  de l a  réponse 

an t i co rps  c o n t r e  l ' a n t i g è n e  38K. Compte tenu de l ' o b s e r v a t i o n  que l a  

capac i t é  du v e r  a d u l t e  à s t i m u l e r  l ' i m m u n i t é  de p r o t e c t i o n  (au  moins 

chez l e s i n g e  Rhésus) peu t  ê t r e  dépendante de processus métabol iques 

imp l i quan t  l ' e x c r é t i o n  ou l a  s é c r é t i o n  de m a t é r i e l  an t igén ique  ( 2 6 )  , nous 

avons c h o i s i  de rechercher  dans l e s  p r o d u i t s  d ' i n c u b a t i o n  i n  v i t r o  des 

sch i  stosomes adu l tes ,  l e  ( 1  es) an t i gène (s )  i n d u c t e u r ( s )  de l a  réponse 

ant i -38K. 

Les premières expér iences o n t  cons i s té  à é t u d i e r  l e  pouvo i r  

i n h i b i t e u r  des p r o d u i t s  de vers  a d u l t e s  ( l i b é r é s  l o r s  d 'une i ncuba t i on  

de 3  h  dans l e  tampon PBS) sur  l a  l i a i s o n  des an t i co rps  du sérum aux 

ant igènes de su r f ace  du schistosomule. Les r é s u l t a t s  on t  montré que l e s  

p r o d u i t s  l i b é r é s  p a r  15 couples de schistosomes (contenant  50 pg  de 

p r o t é i n e s )  son t  capables d ' i n h i b e r  l a  p r é c i p i t a t i o n  par  10 1  de sérum r 
des an t igènes  30 - 40 K de 500 schistosomules. Les molécules q u i  e n t r e n t  

en compé t i t i on  ne son t  pas d i a l y s a b l e s  e t  son t  présentes chez l e s  vers  

mâles e t  femel les.  Une i n h i b i t i o n  s i m i l a i r e  f u t  observée pour  des 

incuba ts  de vers  mâles ou feme l les  p r é s e n t a n t  l a  même concen t ra t i on  en 

p ro té i nes .  

L '  a n t i c o r p s  monocl onal  IPLSml nous a  ensui  t e  perrni s  d '  i d e n t i f i e r  

1  'an t igène  de schistosome possédant un (des) déterminants  an t i gén ique (s )  

commun(s) à l ' a n t i g è n e  38 K. Les p r o d u i t s  d ' i n c u b a t i o n  de schistosomes 

o n t  é t é  marqués p a r  1  ' l Z 5 1  e t  l e s  r é s u l t a t s  de l a  f i g u r e  17 B (p .  7 1  ) 

montrent  que l e s  a n t i c o r p s  IPLSml p r é c i  p i  t e n t  un ant igène de po ids  mo lécu la i r e  

115.000. Ce t  an t igène  115Kest  également p r é c i p i t é  pa r  des sérums de r a t  



A 

Figure 17 : A - Irnmunoprécipitation des antigènes de surface de 
schistosomule par des sérums de r a t  immunisés contre 
les  vers adultes de S. mansoni. 

Des r a t s  F ischer  reço ivent  à une semaine d ' i n t e r v a l l e  6 i n j e c t i o n s  successives de 100 schistosomes 
( f ra ichement récupérés chez l e  hamster). Le sérum de ces animaux e s t  c o l l e c t é  7 semaines après 
l ' i n j e c t i o n  i n i t i a l e  de schistosomes e t  10 pl de ce sérum sont incubés avec l ' e x t r a i t  (NP40 0.5 %) 
de 500 schistosomules iodés en présence de lactoperoxydase (3 ) .  En (4 ) .  l es  antigènes i s o l e s  en ( 3 )  
sont  à nouveau incubés avec 20 pg d 'ant icorps  IPLSml e t  l e s  complexes immuns sont analysés. En ( 1 )  
e t  ( 2 )  l e s  ant igènes sont i s o l é s  respectivement par  l e  sérum de r a t  i n f e c t é  (10 p l )  e t  l e s  ant icorps  
IPLSml (20 pg)  

B - Identification des antigènes de schistosomes 
25 couples de schistosomes sont incubés dans 0.3 ml de tampon PBS pendant 3 h à 37OC e t  l e s  
p r o d u i t s  d ' i ncuba t i on  sont iodés en présence de lactoperoxydase (127). Des f r a c t i o n s  a l iquotes(40 p l )  
sont incubées avec 20 pg d'IgG2a C119BG4 (témoin),  20 pg d'IgG2a IPLSml (deux prepara t ions  d i f f e -  
ren tes  sont u t i l i s é e s ) .  10 p l  de sérum de r a t  sa in  (SRS) ou i n f e c t é  (SRI) ou 10 p l  de sérum d'homme 
sa in  (SHS) ou i n f e c t é  (SHI). Les complexes immuns sont analysés. 
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e t  d'homme infectés par S.mansoni. De plus,  nous avons pu démontrer 

que l ' in jec t ion  chez l e  r a t  de l 'antigène 115K (en présence d'adjuvant 

complet de Freund) induisait  l a  production d'anticorps anti-38K 

(voir  Tableau IV,p.97 ) ,  La localisation de 1 'antigène 115K au niveau 

du schistosome n 'a  pas é t é  déterminée. Ce dernier n 'a  pas é té  mis en 

évidence à la surface des schistosomes après iodation en présence de 

lactopéroxydase ou par l e  réact i f  de BOLTON-HUNTER mais ce résu l ta t  

n ' excl u t  pas 1 a possi bi 1 i t é  q u  ' i 1 corresponde à u n  antigène membranai re 

non-exposé à l a  surface, l a  méthode de préparation des incubats étant 

t r è s  similaire à cel le  préconisée par SIMPSON e t  al (116) pour l a  

préparation de membranes de schistosomes. 

D. Concl usion 

Les anticorps IPLSml reconnaissent donc des antigènes de haut 

poids moléculaire ( > 150 K )  e t  38 K à l a  surface des cercaires,  un  

antigène 38 K à l a  surface du schistosomule e t  u n  antigène 115 K dans les  

produits d'incubation in v i t ro  du schistosome. L'observation que des 

anticoros monoclonaux précipitent des structures différentes dans les 

divers stades du parasite a également é t é  décrite . par STRAND 

e t  al (144) e t  NORDEN e t  al (121) e t  ces auteurs ont supposé que 

l 'épi tope reconnu correspond à une copule glucidique associée 

à des structures protéiques différentes.  

L'existence d'une ident i té  antigénique entre des composants de 

surface du schistosomule e t  des antigènes membranaires de schistosomes 

a déjà é t é  démontrée par SHER e t  al ( 143). Ces auteurs observaient 

que des fract ions de schistosomes administrées chez l e  r a t  en présence 

d'adjuvant de Freund pouvaient induire une réponse anticorps présentant 

pour les schistosomules une ac t iv i té  lé thale  in vi t ro en présence de 

complément. Dans ce t te  expérience, la  caractérisation des antigènes 

"inducteur" e t  "cible" à l a  surface du parasite n 'avai t  pas é t é  effectuée. 



Grâce à 1' utilisation des anticorps monoclonaux IP'LSm1,nous 

avons pu démontrer qu'au moins un motif antigénique était commun aux 

stades larvaires et adulte de S.mansoni et que des injections répétées de 

vers adultes vivants induisaient chez le rat une réponse anticorps contre 

un antigène de stade larvaire, lui-même défini par des anticorps protecteurs 

contre l'infection. La caractérisation dans cette étude des antigènes 

"inducteur " et "ci bleu dans chacun des stades parasi taires pouvait donc 

être considérée comme un premier support moléculaire apporté à 1 'hypo- 

thèse de l'immunité concomitante. 



ETUDE DE LA REPONSE HU,WRALE DANS L' INFECTION HUMAINE 



Cette étude a eu pour b u t  d'analyser l e  développement de l a  

réponse anticorps contre les  antigènes de surface du schistosomule 

au cours de l ' in fec t ion  humaine. Etant donné que dans l e s  zones 

endémiques la  majorité de la  population s ' i n fec te  t r è s  précocement 

dans l 'enfance, nous avons choisi d 'étudier ce t te  réponse en fonction 

de 1 ' âge des pat ients ,  en émettant 1 ' hypothèse que les  résul ta ts  

obtenus puissent traduire indirectement l 'évolution générale de 

1 ' infection chez 1 'homme. 

1. METHODE DE MESURE QUANTITATIVE 

A. Principe 

L '  in tens i té  de 1 a réponse anticorps contre 1 es antigènes 

30-40 K e t  38 K du schistosomule e s t  exprimée par la  quantité de 

radioactivité associée aux antigènes qui sont immunoprécipités 

par l e s  anticorps du sérum. 

Les complexes immuns formés par incubation d'un ex t ra i t  de 

schistosomules marqués en surface avec l e  sérum des patients,  sont 

isolés  par adsorption sur des b i  1 les  de Protéine A-Sépharose puis 

élués. L'éluat e s t  divisé en 2 parts égales : une part  e s t  analysée 

directement en gel de polyacrylamide-SDS tandis que 1 'autre part  e s t  

incubée à nouveau en présence des anticorps monoclonaux IPLSml. Les 

complexes isolés sont analysés en gel de polyacrylamide-SDS. 

Après séchage e t  autoradiographie, l a  zone du gel correspondant 

aux antigènes 30-40K ou 38K e s t  découpée e t  la radioactivité e s t  déter- 

mi née. Ce procédé présente 1 ' avantage d '  él imi ner toute interférence 

possible au niveau des comptages de 1 ' iode radio ac t i f  1 i bre ou 

éventuel 1 ement adsorbé non spécifiquement . 



B. Résu l t a t s  

Les ant igènes contenus dans un e x t r a i t  de schistosomules 

marqués (500 na ras i  tes) o n t  é t é  immunopréci p i  t és  p a r  des q u a n t i  t é s  

c ro i ssan tes  d ' u n  sérum humain fo r tement  p o s i t i f  (O - 10 1 )  e t  l e s  P 
r é s u l t a t s ,  présentés dans l a  f i g u r e  18 (p .  76 ) i n d i q u e n t  que l e  

t aux  de r a d i o a c t i v i t é  assoc iée aux an t igène  30-40 K i s o l é s  augmente 

p ropo r t i onne l l emen t  avec l a  q u a n t i t é  de sérum a j o u t é  pour des volumes 

v a r i a n t  de O à 7.5 p l .  Des r é s u l t a t s  i den t i ques  son t  obtenus l o r squ 'on  

cons idère  l a  r a d i o a c t i v i t é  associée à 1  'an t igène  38 K. 

Nous avons donc c h o i s i  d ' u t i l i s e r  un volume de 5 p l  de sérum 

pour  éva luer  se lon  c e t t e  technique l ' i n t e n s i t é  de l a  réponse a n t i -  

sch is tosomule chez l e s  p a t i e n t s  b i l h a r z i e n s .  

II. ETUDE DE LA REPONSE HUMORALE EN FONCTION DE L'AGE DES PATIENTS 

A. O r i g i n e  des sérums é tud iés  

Les sérums o n t  é t é  c o l l e c t é s  p a r  l e  Dr A. PRATA ( U n i v e r s i t é  

de B r a s i l i a )  à p a r t i r  de 125 p a t i e n t s  i n f e c t e s  pa r  Schistosoma mansoni 

e t  v i v a n t  dans l a  zone hyperendémique de Cato land ia  (Bahia, B r é s i l ) .  

Les p a t i e n t s  o n t  é t é  c lassés  en 5 groupes d'âge de 0-10, 11-20, 21-30, 

31-40 e t  p l u s  de 40 ans. Dans ces groupes r e s p e c t i f s ,  13,20,14,8 e t  7 

p a t i e n t s  o n t  é t é  t r a i t é s  s i x  ans auparavant par  1 '  oxamniquine ( dose: 

15mg/kg ) .  Ces p a t i e n t s  o n t  con t inué  à v i v r e  dans l a  zone endémique 

jusqu 'au  moment où l e s  sérums o n t  é t é  c o l 1  ectés. 



)il (serum) 

Figure 18 : Relation entre la quanti té de serum et le taux 
d'antigènes isolés. 



Le t ab leau  ci-dessous résume quelques c a r a c t é r i s t i q u e s  impor tantes 

concernant l ' é t a t  d ' i n f e c t i o n  des p a t i e n t s  à c e t t e  pér iode .  

Nbre de 
p a t i e n t s  26 

Nbre moyen 
d1oeufs /g  310 522 155 377 8 1 
de s e l l e s  . 

Nbre de cas 
de spléno- 1 6 9 2 2 
mégal i e  

Nbre de cas 
d'  hépatomé- 25 22 17 2 1 2 O 
gal i e  

Le comptage du nombre d ' oeu f s  dans l e s  s e l l e s  a é t é  e f f e c t u é  

se lon l a  technique de KAT0 (145) . 

B. Analyse des sérums 

Les sérums des 125 p a t i e n t s  b r é s i l i e n s  on t  é t é  analysés 

selon l a  technique d é c r i t e  précédemment. Les r é s u l t a t s  o n t  montré que 

seu ls  3 sérums p ré levés  chez un e n f a n t  de 8 ans e t  deux en fan t s  de 

9 ans ne p r é s e n t a i e n t  pas d ' a n t i c o r p s  con t re  l e s  ant igènes 30-40 K 

du schistosomule. L ' ana l yse  autorad iographique des g e l s  r é v è l e  s u r t o u t  

des d i f f é r e n c e s  q u a n t i t a t i v e s  dans l e s  p r o f i l s  é l ec t ropho ré t i ques  des 

ant igènes i s o l é s .  Ces d i f férences s o n t  expriméespar des taux  de 

r a d i o a c t i v i t é  dans l a  zone 30-40 K extrêmement v a r i a b l e s  en f o n c t i o n  

des i n d i v i d u s .  Les va leu rs  moyennes o n t  é t é  ca l cu lées  dans l e s  5 groupes 

d'âge e t  l e s  données, présentées dans l a  f i g u r e  19 (p.  78 ) i n d i q u e n t  

une augmentation s i g n i f i c a t i v e  du t aux  d 'an t igènes  30-40 K i s o l é s  p a r  

l e s  sérums des p a t i e n t s  de 11-20 ans par  r a p p o r t  aux en fan t s  de 0-10 ans. 
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F igu re  19 : Analyse q u a n t i t a t i v e  de l a  réponse an t i co rps  c o n t r e  l e s  
ant igènes 30-40 K e t  38 K en f o n c t i o n  de l ' â g e  des 
p a t i e n t s .  

La moyenne des va leurs de r a d i o a c t i v i t é  associée aux antigènes 30-40 K e t  38 K e s t  ca lcu lée pour chacun des 
groupes ; O , moyenne f écar t  type l a  moyenne ; * sign i f i ca t i ven ien t  d i f f é r e n t  du groupe 0-10 ans 
( P  < 0.05). 
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1 Figure 20: Corrélation entre le taux d'antigènes 30-40K et 38K isolés. 

L'analyse de régression (méthode des moindres carrés)  montre une r e l a t i o n  l i i i ë a i r e  stat is t iquement  s igni -  
f i c a t i v e  en t re  l e s  deux paramètres ( r  = 0.8 ; p ( 0.001). 



On observe ensuite une diminution .progressive de l a  réponse chez les 

patients plus âgés, l e s  résul ta ts  ne montrant plus de différence 

statistiquement s ignif icat ive entre l e  groupe des enfants de 0-10 ans 

e t  celui des adultes de plus de 40 ans. 

Un histogramme comparable e s t  obtenu 1 orsqu 'on analyse 

l e s  résul ta ts  de l'immunoprécipitation sélective de l 'antigène 38 K par 

les  anticorps IPLSml. De plus l 'analyse s ta t i s t ique  des résu l ta t s  

met en évidence une corrélation entre la réponse anticorps contre les 

antigènes 30-40 K e t  la  réponse spécifique contre 1 'antigène 38 K chez 

chaque patient (Fig. 20, p. 79  ) .  

Les valeurs obtenues pour les  patients t r a i t é s  par l'oxamniquine 

ne sont pas significativement différentes de cel les  mesurées pour la 

population to ta le  (TableauIII) .  Ces données la issent  donc supposer que l e  

traitement s ix  ans auparavant par la  drogue schistosomicide n ' in te r fère  

pas de façon évidente dans 1 ' interprétation des résul ta ts .  

Enfin, s i  l e  profil d ' in tens i té  de la réponse en fonction de 

1 'âge e s t  comparable à celui de 1 ' in tens i té  de 1 ' infection, classiquement 

observé lors  d'études épidémiologiques ( 2 1 ,  22), dans cette population - 

étudiée, aucune relation directe  entre l e  nombre d'oeufs dans l e s  

se l l e s  e t  1 ' i n t ens i t é  de la réponse anti-schistosomule n'a p u  ê t r e  mise 

en évidence. 



TABLEAU I I I  

ANALYSE QUANTITATIVE DE LA REPONSE ANTI 30-40K CHEZ LES PATIENTS TRAITES PAR L'OXAMNIQUINE 

Popu la t i on  t o t a l e  P a t i e n t s  t r a i t é s  pa r  
1 'oxamniqui ne 

Groupe d'âge Nombre de 
p a t i e n t s  

R a d i o a c t i v i t é  
en cpm x 

Nombre de R a d i o a c t i v i t é  
p a t i e n t s  en cpm r: 

+ x moyenne - é c a r t  t ype  à l a  moyenne 



I I I .  DISCUSSION 

Les résul ta ts  d'études épidémiologi ques (21, 2 2 )  indiquent 

que la fréquence e t  1 ' in tens i té  de 1 'infection humaine par S. mansoni 

sont maximales au cours de la deuxième décennie de la vie e t  i l  a é t é  

admis que l e  développement d'une immunité à l a  réinfection pouvait ê t r e  

responsable de la diminution progressive de ces deux paramètres d ' infec-  

tion chez les  personnes âgées (23). Selon ce t t e  hypothèse, nous 

n'apportons par ce t t e  étude aucune indication que la réponse anticorps 

anti -schi s tosomul e pui sse ê t r e  u n  marqueur d ' i mmuni té  chez 1 'homme. 

Des mécanismes effecteurs d'immunité chez 1 'homme ont é té  mis 

en évidence in v i t ro  (38) e t  i l a  étemontré en particulier (52) que des 

éosinophiles humains normaux peuvent tuer des schistosomules en présence 

d'anticorps IgG d u  sérum de malades a t t e in t s  de schistosomiase. Cependant, 

s i  chez l e  r a t  on a p u  démontrer l e  rôle cytotoxique des anticorps 

IgG2a en présence d'éosinophiles, l a  nature de la  sous-classe IgG 

impliquée dans les mécanismes dépendant d'éosinophiles chez l'homme, 

n 'a  pas é t é  à l 'heure actuelle clairement ident i f iée .  Il r e s t e  donc . 

envisageable que 1 a présence d'anticorps spécifiques de 1 'antigène 38K 

du schistosomule (lui-même défini par des anticorps monoclonaux protec- 

teurs chez l e  r a t )  puisse témoigner d ' u n  é t a t  d'immunité chez l'homme 

mais q u i  i l  so i t  nécessaire de considérer la réponse anticorps spécifique 

d'une sous-classe d '  IgG donnée pour mettre en évidence une t e l l e  re la t ion .  



Une notion intéressante apportée par cette étude e s t  l a  

démonstration que 97 % des patients bilharziens présentent des an t i -  

corps contre l 'antigène 38 K .  Ces résu l ta t s  suggèrent donc que ce t  

antigène (ou des molécules portant des déterminants antigéniques 

communs) corresponde(nt) à un(des) immunogène(s) important(s) e t  

que l a  réponse anti  -38K puisse ê t r e  uti 1 isée comme marqueur d' infection. 

D'autre part ,  nous avons montré auparavant (p.48) que 1 'antigene 38K 

é t a i t  commun à S.  mansoni e t  S .  haematobium e t  cet te  parenté antigénique 

pourrait présenter u n  avantage pour l e  diagnostic de l a  maladie causée 

par ces deux espèces voisines de schistosomes. 

De nombreuses études ont eu pour b u t  de déterminer les  paramè- 

t r e s  principaux d'uneinfection active par les  schistosomes e t  de 

l'importance de l a  charge parasitaire chez les  patients.  Différents 

auteurs ont mis en évidence des antigènes de nature polysaccharidique 

présents sous forme circulante e t  capables d'induire une production 

d'anticorps chez 1 'homme e t  les  animaux (104-1Ub). La détection des 

antigènes circulants e s t  apparue comme une méthode intéressante 

pour l e  diagnostic de l a  schistosomiase mais l e  taux d'antigènes 

détectés n 'a pas toujours é t é  r e l i é  à l'importance de la  charge 

parasi ta ire  (105) .  Dans notre étude, s i  l ' i n t e n s i t é  de l a  réponse 

anti-38K e s t  plus importante aux périodes où l a  fréquence des 

formes graves de l a  maladie e s t  naximale( p .  7 7 ) ,  nous n'avons pas 

non plus observé de relation directe entre l a  réponse anti-38K e t  la  

charge parasitaire ( toutefois estimée uniquement par l e  nombre d '  

oeufs émis dans les  sel les  ) .  La présence possible d'anticorps complexés 

à l 'antigène l ibéré lors  d ' infections massives devrait aussi ê t r e  

considérée. 
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En conclusion, l'étude de la réponse humorale anti138~ chez 

1 ' homme a permis d' envisager un test diagnostique qui est actuellement 

mis au point au laboratoire. Ce test de compétition est basé sur 1 ' 

i,nhibi tion par les sérums de patients de la liaison des anticorps IPLSml 

à 1' antigène 38K fixé sur phase solide. 



CAFIACTERI ST IQUES B 1 OCi IMIQUES DES AiNi 1 GENES 



Les expériences présentées dans ce chapitre, ont eu pour but de 

définir certaines caractéristiques biochimiques des antigènes 30-40K 

susceptibles d'orienter 1 ' analyse des déterminants antigéniques portés 

par ces molécules et en particulier celle de l'épitope reconnu par les 

anticorps IPLSml. 

1. ANALYSE BIDIMENSIONNELLE DES ANTIGENES 

A. El ectrophorèse bidimensionnel 1 e 

L'electrophorèse bidimensionnelle des protéines en milieu dénatu- 

rant introduite par O'FARRELL en 1975 (146) consiste à effectuer successi- 

vement une focalisation isoélectrique en présence d'urée puis une élec- 

trophorèse en prësence de SDS, La haute résolution obtenue par ce type 

d'analyse est due au fait que les paramètres utilisés (point isoélectri- 

que, Pi ; poids moléculaire, PM ) sont indéyendants. 

La figure 21A (p. 86) présente les résultats de l'électrophorèse 

bidimensionnelle des protéines contenues dans un extrait total de schis-. 

tosomules. Après coloration par le nitrate d'argent, on observe un grand 

nombre de protéines de PM 150 à 10K et dont le Pi varie de 8,2 à 4. 

Parmi ces protéines, on peut distinguer 1 'actine (a) de PM 46K et de Pi 

5,5-5,8. 

L'analyse bidimensionnelle des composants de surface iodés par 

la lactopéroxydase (Fig. 21B) révële la présence de nombreuses taches 

dont aucune d'entre el les ne semble correspondre aux protéines majeures 

du parasite colorées par le nitrate d'argent. Les résultats montrent une 
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C - Analyse autoradiographique des antigènes i so lés  à p a r t i r  de 500 schistosomules marques. par 10 1  de 
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F igu re  2 1  : E lec t rophorèse  b id imensionnel  l e  des ant igènes de sch i s  t o -  
sornules iodés  enprésence de lac toperoxydase.  - 

A - Analyse bidimensionnel le d 'un e x t r a i t  de 1300 schistosomules "peau" ren feman t  l ' e q u i v a l e n t  de 1JJ 
s c h i s t ~ s ~ m u l e s  marques. Co lo ra t i on  par  l e  n i t r a t e  d 'a rgent  (a : a c t i n e )  

B - Analyse autoradiographique du ge l  A  



s é r i e  de composants de PM 80K e t  de P i  8,2-6,5 a i n s i  que d i f f é r e n t s  a n t i -  

gènes de PM 70-46K e t  de P i  6,5-5 , 

Cependant, 1  ' obse rva t i on  1 a p l u s  i n t é r e s s a n t e  f a i t e  dans c e t t e  

analyse concerne l e  comportement des ant igènes 30-40K é tud iés  précédemment. 

Ceux-ci son t  p r i nc i pa lemen t  f o c a l i s é s  à deux pH d i f f é r e n t s :  l a  majeure 

p a r t i e  des ant igènes 30-40K présente un P i  de 6-6,2 a l o r s  qu'une a u t r e  

p a r t i e  se s t a b i l i s e  à un pH de 7,5, 

L ' ana l yse  des complexes immuns formés par  i ncuba t i on  d ' u n  e x t r a i t  

de schistosomules avec du sérum de r a t  ou d'homme i n f e c t é  ( F i g .  21C) 

montre à nouveau l ' e x i s t e n c e  p r é f é r e n t i e l l e  de ces ant igènes sous ces 

deux formes. Dans l e  cas du sérum humain, on r e t r o u v e  l e s  ant igènes de 

PM 20-25K observés l o r s  de l e u r  analyse monodimensionnelle ( F i g .  9,p. 48 ) 

q u i  p résen ten t  également un P i  de 7,5. L ' ana l yse  des complexes immuns 

formés p a r  l e s  a n t i c o r p s  monoclonaux IPLSml ou IPLSm3 con f i rme l a  recon- 

na issance de l ' a n t i g è n e  38K par  ces deux a n t i c o r p s .  Les a n t i c o r p s  IPLSm3 

p r é c i p i t e n t  un ant igène supplémentaire de Pr4 20K e t  de P i  v o i s i n  de 5. 

Des expér iences i den t i ques  o n t  é t é  r é a l i s é e s  à p a r t i r  de sch i s toso -  . 

mules marqués p a r  l e  r é a c t i f  de BOLTON-HUNTER. Les r é s u l t a t s  présentés 

dans l a  f i g u r e  22 (p .  88 ) témoignent de l a  f i x a t i o n  du r é a c t i f  sur  un 

grand nombre de composants de sur face  ( A )  e t  1  'ana lyse  des complexes 

immuns (B)  montre qu'un nombre l i m i t é  de ces composants peut  ê t r e  p r é c i -  

p i t é  par  l e s  a n t i c o r p s  du sérum de r a t  i n f e c t é .  Les ant igènes m a j o r i t a i -  

r e s  son t  représentés sous l a  forme de 3 ou 4 taches de PM 95-100K e t  de 

P i  5,8-6 mais s i  ces données sont  en accord avec c e l l e s  précedemment 

acquises l o r s  de 1 'ana lyse  monodimensionnel l e  des ant igènes ( F i g .  11, 

p. 52 ) , i 1 n 'en  e s t  pas de même pour ce qu i  concerne l a  bande majeure 

20-26K q u i  n ' a  pu ê t r e  re t r ouvée  dans l e s  ge l s  d ' ana l yse  b i d imens ionne l l e  

(C) .  Ces r é s u l t a t s  l a i s s e n t  suDposer que l e  P i  t r è s  basique de c e t  a n t i -  



Figure 22 : Electrophorèse bidimensionnelle des antigènes de schisto- 
somules marqués par le réactif de BOLTON-HUNTER 

A - Analyse autoradiographique d'un extrait total de 1 0 0  schistosomules. 

B et C - Analyse des antigenes précipités par 10 pl de sérum de rat infecté à partir de 500 schistosonules 
marqués. 

Les conditions d'électrofocalisation sont identiques à celles utilisées dans l'expérience de la figure 21. 
En A et B. l'analyse dans la 2ème dimension est effectuée dans un gel de polyacrylamide à 7 . 5  % alors 
qu'en C elle est réalisée dans un gel à 12 .5  %. 



gène ne permet pas son analyse dans les  conditions de ce t te  expérience. 

Ce point pourrait ê t r e  confirmé en substituant à l 'analyse par focalisation 

isoélectrique, une électrophorèse en gradient de pH avant l ' équi l ibre  

(non-equi 1 i brium pH gradient el ectrophoresi s )  ( 147) . 

B. Protéolyse ménagée des antigènes 30-40K 

L'étude de l a  cinétique d'apparition des antigènes 30-40K au cours 

de l a  maturation d u  parasi t e  (Fig. 14, p.  62 ) permettait de supposer que 

les molécules 40K e t  32K trouvées à l a  surfacedesschistosomules transfor- 

més puissent ê t r e  l e s  produits de modifications structurales p 1 u s . o ~  

moins importantes des antigènes 37K e t  38K déja exposés à l a  surface des 

cercaires.  L'observation supplémentaire que ces antigènes présentaient 

en focalisation isoélectrique des Pi identiques, soulevait à nouveau 

l'hypothèse d'une homologie de structure pour ces antigènes, peut-être 

au niveau de leur par t ie  protéique, 

Des expériences préliminaires ont é t é  effectuées pour étudier 

la  sens ib i l i té  des antigènes 30-40K à différentes enzymes protéolyti- 

ques e t  analyser l e s  fragments résultant de leur protéolyse. 

1. Sensibi l i té  des antigènes 30-40K aux protéases .................... --------.--_---.--- - --.- ---- 
Un ex t r a i t  Nonidet P40 (0,5%) de schistosomules a é té  incubé en 

présence de diverses protéases: trypsine, V8 protéase de S.aureus, papaïne 

e t  protéinase K à l a  concentration f ina le  de lmg/ml ou pronase à 100~g/ml. 

Dans ces conditions expérimentales, seule l 'act ion de l a  pronase a affecté 

l ' isolement ul tér ieur  des antigènes 30-40K par les  anticorps d'un sérum 

de r a t  infecté.  

L'action de ces mêmes enzymes (u t i l i s ées  à l a  même concentration) 

sur les  antigènes isolés  (présentés sous l a  forme de complexes immuns 



adsorbés sur la Protéine A-Sépharose) a conduit à des résultats identiques, 

indiquant donc une résistance relativement importante des antigènes aux 

protéases connues. 

Toutefois, à l'issue de ces deux expériences, i l  demeurait possible 

d'envisager que les sites de protéolyse des antigènes n'aient pas été 

accessibles aux enzymes, soit à cause d'une solubilisation insuffisante 

des antigènes membranaires par le Nonidet P40, soit à cause d'un masquage 

de ces sites par les anticorps dans le cas du traitement des complexes 

immuns. 

Dans un second temps, nous avons donc fait agir ces mêmes protéa- 

ses sur les complexes immuns élués de la Protéine A-Sépharose et dissociés 

en présence de SDS. Dans ces conditions, une hydrolyse totale des anti- 

gènes a été obtenue avec la pronase, la papaCne et la protéinase K alors 

qu'une hydrolyse partielle a ét2 observée avec la trypsine et la V8 protéase 

de S.aureus. Cette dernière enzyme, spécifique de l'hydrolyse des liaisons 

glutamate ou aspartate en position C-terminale, a été choisie pour tenter 

d'établir une carte peptidique des antigènes. 

2. Analyse des fragments résultant de 1 'action de la V8 protéase de ---- ---------- - - - - - - - - - - - - - - - . - - - - C - " - - - - - - - - - - - - - - - - - . -  ---------- 
S .aureus -------- 

La technique de CLEVELAND et al (148) permet de réaliser la carte 

peptidique de protéines préalablement séparées par électrophorèse en gel 

de polyacrylamide-SDS. 

Les autoradiogrammes, présentés dans la figure 23 (p. 91 ) corres- 

pondent à l'analyse selon cette technique des antigènes 30-40K hydrolysés 

par la V8 protéase de S.aureus. 

Dans cette expérience, 1 ' hydrolyse de 1 ' antigène 38K isolé par 

les anticorps monoclonaux IPLSml a donné naissance à deux fragments de 

@ 



F i g u r e  23: A c t i o n  de l a  V8 protéase de S.aureus sur  l e s  an t igènes  

30-40K i s o l é s  

A- Les complexes immuns formés p a r  i n c u b a t i o n  a ' u i  e x t r a i t  de schis tosomules iodés  avec un serum de r a t  
i n f e c t é  s o n t  i s o l é s  p u i s  ana lysés  dans un q e l  de pc lvacrv lamide-bDS a 1 3 . .  La p o r t i o n  de g e l  r e n f e r m a n t  
l e s  an t iqënes  30-40K e s t  exc isée .  e q u i l i b r e e  dans l e  t a i n o n  Tr is-HC1 125!nY aH 6.8. SDS 1 (tampon 4 )  p u i s  
déposée s u r  u n  g e l  de p o l y a c r y l a m i d e  d 1 3  r e c o u v e r t  d ' u n  q e l  de c o n c e n t r a t i o n  o 5 ( [ ~ r e p n r e  dans l e  
tampon A) .  100p1 de tamoon A  ou d ' u n e  s o l u t i o n  de rit-otease (3 0.Pmq;nil ou :mq/ml ;ont tleposes L ' é l e c -  
t rophorèse  commence immédiatement(l0mA). Lorsque 1 ' c c ; l a n t i l l o n  d a t t e i n t  Io l i m i t e  i n f e r i e u r e  d i i  q e l  de 
c o n c e n t r a t i o n ,  l e  couran t  e s t  a r r è t é .  Une neure  o i u s  t a r d .  If? couran t  e s t  r p t 3 b l i  e t  l ' e l e c t r o p t i o r e s e  
e s t  p a u r s u j v i e .  

B- Analyse dans des c o n d i t i o n s  i d e n t i q u e s  a c e l l e s  d e c r i t e s  en A. de l ' d n t i g e n e  3RK u r P c i p i t e  p a r  Irs a n t i -  
co rps  I P L S m l .  



poids moléculaires 27K et 22K(Fig. 238). Dans la figure 23A, on peut 

observer une "fusion" des antigènes 38K et 32K se traduisant' par la visua- 

lisation d'une seule bande oblique. L'action de la V8 protéase sur ces 

antigènes fait al ors apparai tre deux bandes additionnel 1 es sensi bl ement 

para1 lèles à la bande d'origine, Cette observation laisse supposer que 

les antigènes 38K et 32K subissent un même type de dégradation et pourrait 

donc être en faveur d'une homologie de structure entre ces deux antigènes. 

Quant aux antigènes 40K et 37K, l'hydrolyse conduit pour chacun 

d'entre eux à la détection de trois fragments de poids moléculaires appa- 

remment très proches et compris entre 20K et 14K. A la vue de ce résultat, 

i l  est difficile de conclure qu'une relation structurale existe au niveau 

de la partie protéique de ces deux antigènes. L'utilisation de protéases 

présentant d'autres spécificités enzymatiques et l'analyse des fragments 

dans des conditions permettant une détermination plus précise des faibles 

poids moléculaires, pourraient être envisagées. 

II. CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE SUR COiONNES DE LECTINES 

Au cours de ces dernières années, différents travaux ont concerné 

l'étude de la fixation des lectines à la surface de S.mansoni et les varia- 

tions d'affinité de ces lectines pour les différents stades du parasite 

(149,150) . La capacité des lectines à se fixer sur le parasite a été 

mise à profit pour étudier le taux de renouvellement membranaire, mettre 

en évidence des modifications ultrastructurales induites par leur fixation 

(151) ou encore identifier des antigènes membranai res de nature glyco- 

protéinique (152) . 
Dans cette étude, nous avons réalisé deux chromatographies sur 

colonnes de ConA-Sépharose et LCA-Sépharose afin d'analyser la nature 

glycoprotéinique des antigènes de surface 30-40K. 



A .  Adsorption sur Con A-Sé~harose 

Les résul ta ts  de l a  chromatographie d'un e x t r a i t  de schistoso- 

mules iodés sur une colonne de Con A-Sépharose (Fig. 24, p .  94 ) montrent 

qu' une fraction relativement importante (25%) de la  radioactivité associée 

aux composants de surface d u  schistosomule, e s t  retenue e t  éluée spécifi-  

quement par lL(-0 méthyl mannopyrannoside. Cet éluat contient l a  quasi- 

t o t a l i t é  des antigènes 30-40K, comme l ' indiquent les profi ls  électrophoré- 

tiques correspondant à 1 ' immunoprécipitation, par les  anticorps polyclonaux 

ou monoclonaux, de l ' e f f luen t  d'une part e t  de l ' é l u a t  d 'autre par t .  

B. Adsorption sur LCA-Sépharose 

Les résul ta ts  présentés dans l a  figure 25 ( p .  95 ) , indiquent 

que l a  fraction de radioactivité totale  retenue sur l a  colonne de LCA- 

Sépharose (9%)  e s t  moins importante que ce l le  retenue sur la  Con A-Sépha- 

rose. Dans les  conditions expérimentales u t i l i sées ,  l a  LCA présente peu 

ou pas d ' a f f i n i t é  pour les antigènes 30-40K. Ces derniers sont retrouvés 

principalement dans 1 'effluent de l a  colonne; seul 1 'antigène 32K e s t  

retenu en partie sur la  colonne de lectine.  

En conclusion, l ' a f f i n i t é  de l a  Con A pour les  composants de 

surface 30-40K suggère une nature glycoprotéinique de ces antigènes. 

La Con A e t  l a  LCA sont deux lectines spécifiques de 1 '4-mannose e t  1 ' d -  

glucose mais l 'étude de leur a f f i n i t é  pour des oligosaccharides e t  des 

glycopeptides de structure déterminée, a mis en évidence certaines 

différences de spécif ic i té  entre ces deux lect ines ,  e t  en part icul ier  

l'importance des groupements fucose dans l a  reconnaissance des glyco- 

peptides par la LCA (153). Il e s t  possible d'envisager que l e  manque 



Con A 

Effluent Eluat Gal Eluat Man 

Figure 24 : Chromatographie d 'affinité sur colonne de Con A-Sëpharose 

Un e x t r a i t  Nonidet P40 de schistosomules marques (200 p l )  e s t  d ia l yse  cont re  l e  tampon T r i s  10 m'i 
pH 7.4, NaCl 150 mM, NP40 0.5 %,, CaC12 1  mM, MgCl2 1 mM (TNNtt) pu i s  déposé sur une colonne de . 
2.5 ml de Con A-Sepharose s t a b i l i s e e  en TNNt+. La chromatographie s ' e f f e c t u e  pendant une heure p u i s  
1 ' e f f l u e n t  e s t  recupere. La colonne e s t  lavée par 50 ml de TNNtt pu i s  par  4 m i  de ga lac tose d . 2  M 
en TNNt+. L ' é l u t i o n  e s t  r é a l i s é e  par  passage d'une s o l u t i o n  de O-méthyl O(-D mannopyrannoside 0.2 M 
en TNN++. Des f r a c t i o n s  de 0.2 ml sont  co l l ec tées  e t  l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  déterminee. Les f rac t i ons  
correspondant au p i c  de r a d i o a c t i v i t e  sont rassemblées e t  cons t i t uen t  l ' e l u a t  Man. L ' e f f l u e n t  e t  
1  ' é l u a t  Han sont d ia lysés cont re  l e  tampon T r i s  10 mM pH 7.4, XaC1 150 nM, LUTA 2 M. NP4J 0.5 : 
p u i s  d i v i sés  en 4  p a r t i e s  égales. Ces p a r t i e s  a l i quo tes  sont incubees en présence de 10 p l  de 
l i q u i d e  d ' a s c i t e  IPLSm3 ( l ) ,  20 pg d 'an t i co rps  IPLSml ( 2 )  ou 10 p l  de sérum de r a t  ( 3 )  ou d'nonne 
( 4 )  i n fec té .  Les complexes imnuns sont analyses en SDS-PAGE. 



LCA 

Effluent Eluat Gal Eluat Man 

- - -- - --_-- _ - 
- - -- 

F igure 25 : Chromatographie d ' a f f i n i t é  sur colonne de LCA-Sépharose 

La chromatographie e s t  e f fec tuée dans l e s  cond i t i ons  déc r i t es  pour l a  Con A-Sépharose (F ig .  2 4 ) .  
(1) L i m i d e  d ' a s c i t e  IPLSm3. ( 2 )  an t icorps  IPLSml, ( 3 )  sérum de r a t  i n fec te .  ( 4 )  serum d 'home 
in fec té .  



d ' a f f i n i t é  de l a  LCA pour les  antigènes isolés s o i t  l i é ,  au moins en 

part ie ,  à l 'absence de fucose au niveau des copules glucidiques des an t i -  

gènes. 

I I I .  ETUDE DE L'EPITOPE RECONNU PAR LES ArUICORPS IPLSml 

Les expériences d'hybridation ce l lu la i re  e t  la  sélection des 

anticorps monoclonaux ont montré que l 'antigène 38K pouvait induire l a  

production d'au moins deux types d '  immunoglobul ines spécifiques: les  unes 

de sous-classe IgG2a protectrices,  les  dutres de sous-classe IgG2c non- 

protectrices e t  bloquant les ac t iv i tés  biologiques des IgG2a (142) . D'autre 

par t ,  lors  des expériences d'immunisation chez l e  r a t  u t i l i s an t  les an t i -  

gènes isolés  de stades larvaires ou adulte, aucune protection contre 1 ' i n -  

fection n ' a  pu ê t re  observée en dépit du développement chez les  animaux 

immunisés d'une réponse IgG anti-38K assez importante ( Tableau IV,p.97) 

A par t i r  de ces observations, nous pouvions supposer que l a  

détermination précise, voire l ' isolement ou la  synthèse, de l 'épi tope 

reconnu par les  IgG2a protectrices,  puissent f a c i l i t e r  l 'analyse d'un 

éventuel pouvoir "protecteur" de l 'antigène. 

A.  Arguments en faveur d'une nature glucidique de 1 'épitope 

Des expériences de synthèse protéique in vi t ro ont é té  effec- 

tuées en système de réticulocytes de lapin à par t i r  d '  ARN messager de 

cercaires,  de schistosomules ou de schistosomes. En collaboration avec 

D.GRAUSZ e t  al (154), nous avons pumontrerque s i  les  anticorps présents 

dans l e  sérum des r a t s  e t  des hommes infectés é ta ien t  capables de préci- 

pi ter  un nombre relativement important des produits de traduction pour 



TABLEAU IV 

EXP An t i gène Adjuvant Réponse %protection 
anti -38K 

-----------------.-.---~-----------.----T--------C--------------C----------C------- 

1 Cercaires-SRI - - NS 

3 Cercaires-SRT Perthydral - N S 

4 Cercaires-SRI ACF + NS 

5 Cercaires-IPLSm3 ACF + N S 

6 Schistosomules-IPLSm3 ACF -I- NS 

7 Adul tes-IPLSm3 ACF + NS 

8 Adultes vivants - 

Ce tableau résume les résultats de différentes exoériences d'immunisation de rats contre les antigènes 
isolés de stades larvaires et adulte,oar.le sérum de rat infecté(SR1) ou par les anticorps IPLSm3. 
Les animaux ont été immunisés soit par injection sous-cutanée(sans adjuvant ou avec saponine ou perthy- 
dral), soit par injection dans les coussinets plantaires(ACF: adjuvant complet de Freund) des complexes 
immuns dissociés en présence de SDS 0,3? et de j-mercaptoéthanol 10': àlOO°C pendant 3mn puis dialysés 
contre du tampon PBS. Dans l'exoéricnce 8. les rats ont subi à une semaine d'intervalle 6 injections 
de 150 vers. Dans tous les cas,les rats ont été infectés à la buite d'une exposition à 1000 cercaires 
et la charge parasitaire a été évaluée trois semaines plus tard après une perfusion totale des animaux. 
Seule une protection est observée dans le cas de l'injection de vers vivants ; NS:non significative 



I 

i 
chacun des stades du parasite, aucune des protéines synthétisées in vitro 

ne pouvait être reconnue spécifiquement par les anticorps IPLSml. La tra- 

duction des ARNs messagers dans les oeufs de Xenopus laevis n'a pas non 

pl us donné de résultats positifs (D.GRAUSZ, communication personnel le), 

i suggérant donc que les antigènes 38K et 115K doivent subir des modifications 
1 

post-traductionnelles importantes (glycosylation par exemple) pour être 
l 

- reconnus par les anticorps IPLSml. Cependant, on ne peut pas-exclure la possibi- 
l 

1 lité que le(s) RNA(s) messager(s) codant éventuellement pour ces antigènes 
l 

est(soient) absent(s) ou présent(s) en quantité trop faible au niveau des ~ 
stades parasitaires considérés pour permettre la détection des molécules 

synthétisées. 

Dans un second temps, nous avons étudié l'effet d'un traitement 

par 1 'acide périodique del 'antigène 38K sur sa reconnaissance par les anti- 

corps IPLSml. Un extrait de schistosomules marqués a été traité selon le 

protocole décrit par STEWART et al (155) en présence de lOmM métapériodate, 

50mM acétate de Na, pH 4,5 à 4OC pendant 2h.A la suite de ce traitement, 

nous avons montré que les anticorps IPLSml étaient incapables de précipiter 

l'antigène 38K alors que peu de variations étaient observées dans la quan- 

tité d'antigène isolé par les anticorps du sérum de rat infecté. 11 est 

intéressant de noter que le poids moléculaire apparent en électrophorèse- 

SDS de l'antigène 38K est resté inchangé après le traitement par l'acide 

périodique. 

La sensibilité à l'oxydation périodique de l'épitope considéré 

a également été confirmée par la démonstration qu'un même traitement 

inhibe totalement la reconnaissance par les anticorps IPLSml de 1 'anti- 

gène 115K du ver adulte et à plus de 50% celle des antigènes HPM de la 

cercai re. 



Enfin, un dernier argument a été obtenu au cours d'expériences @ 
d'inhibition de la précipitation par des antigènes de surface non marqués. 

Ces derniers, traités préalablement par la pronase, étaient toujours capa- 

bles d'entrer en compétition avec la molécule 38K marquée pour les anti- 

corps IPLSml. 

Ces différentes données laissaient supposer que les anticorps 

IPLSrnl étaient spécifiques d'une partie glucidique de la molécule. Nous 

avons ensuite tenté de préciser sa str~cture par le biais d'un éventuel 

pouvoir inhibiteur d'oligosaccharides de structure déterminée. 

B. Inhibition de la liaison IPLSml- 38K par des oligosaccharides de struc- 

ture déterminée 

Dans les premières expériences, nous avons utilisé des solutions 

de monosaccharides (Glc, Gal, Man, GlcNAc, Fuc) à la concentration de 

lmg/ml mais aucune inhibition n'a pu être observée avec aucun de ces su- 

cres. L'action de la neurarninidase de Vibrio cholerae (Koch Light Lab., 

England) sur les parasites vivants ou sur un extrait détergent de para- 

sites n'a pas non plus affecté l'isolementde l'antigène. 

Des expériences ont ensuite été réalisées en collaLoration avec 

G. STRECKER et J. C. FIICHALSKI (Laboratoire de Chimie Bi01 ogique, Li 1 le 1) 

utilisant des oligosaccharides de type: 

- Ga1 ( 1-3) Gl cNAc ou Ga1 ( (3 1-4) Gl cNAc portant ou non des 

groupements Fuc ou NeuAc et branchés ou non sur des structures 

trimannosidiques ou Ga1 ( 3  1-4) Glc 

- polymannoses 

- mucine 



U t i l i s é e s  à l a  concen t ra t i on  f i n a l e  de lmglml,  aucune.de ces s t r u c -  

t u r e s  n ' a  i n h i b é  l a  l i a i s o n  IPLSml- 38K. De nombreuses s t r u c t u r e s  . d i f f é r e n -  

t e s  peuvent encore ê t r e  t es tées  mais l ' a l t e r n a t i v e  c o n s i s t e  à p u r i f i e r  l e s  

01 i gosaccharides d ' un  e x t r a i t  t o t a l  de p a r a s i t e s  e t  v é r i f i e r  l e u r  e f f e t  

i n h i b i t e u r  a f i n  d ' a s s e o i r  d é f i n i t i v e m e n t  l a  na tu re  e x c l  usivement g l  uc i d i que  

de 1 ' ép i t ope .  Par 6 - é l i m i n a t i o n  ou par  hydraz ino lyse ,  il d e v r a i t  ê t r e  

p o s s i b l e  de d i s t i n g u e r  respect ivement  l e  r ô l e  i n h i b i t e u r  des 0- glycannes 

e t  des N- glycannes e t  env isager  ensu i t e  l a  p u r i f i c a t i o n  du(des) g lycanne(s)  

responsable(s)  de 1  ' i n h i b i t i o n .  Ce t r a v a i l  sera e n t r e p r i s  prochainement 

en c o l l a b o r a t i o n  avec l e  groupe de L i l l e  1 ( Pro f .  MONTREUIL). 



CONCLUS ION 



La technique d'iodation catalysée par 1 a 1 actopéroxyddse nous 

a permis d'analyser les  composants exposés à l a  surface des stades larvai- 

res du parasite S.mansoni e t  d ' i den t i f i e r ,  parmi ces composants de surface, 

quatre antigènes majeurs dont les poids moléculaires apparents en gel de 

polyacrylamide-SDS sont de 40K, 38K, 37K e t  32K. Ces antigènes sont recon- 

nus à l a  fo is  par les anticorps élaborés dans l ' in fec t ion  humaine e t  ex- 

périmentale du r a t ,  de l a  souris e t  du singe. Des expériences récentes de 

SIMPSON e t  a l  ont confirmé l 'apparit ion d'anticorps dirigés contre ce 

groupe d'antigènes 30-40K dans l ' in fec t ion  de la  souris mais également 

dans des expériences d'immunisation u t i l i s an t  des cercaires fortement 

atténuées par i r radiat ion,  démontrant ainsi  la  particulière immunogé- 

n ic i té  de ces antigènes ( 156).  Cette immunogénicité importante a é té  

également observée dans l 'é tude que nous avons effectuée chez l'homme 

e t  qui montre que 97% des patients présentant des symptômes d' infection 

possèdent des anticorps contre ces antigènes. 

Dans l e  domaine des helminthes, de nombreux travaux ont aussi 

mis en évidence que seul u n  nombre 1 imité d'antigènes peut ê t r e  iode 

à l a  surface des nématodes (T.spiral is ,  O.volvulus, B.malayi, e t c .  .) (157). 

Par a i  1 leurs,  d 'autres i nformations ont e t é  obtenues concernant 1 ' impor- 

tance des variations observées dans 1 'expression des antigènes de surface 

au cours du  développement de T.spira1 i s ( 158 ) . D'une manière comparable, 

l e s  résu l ta t s  des analyses effectuées sur les  parasites de S.mansoni 

prélevés à différents  stades de leur développement, ont montré que les  

antigènes 38K e t  37K sont exposés à l a  surface de l a  cercaire e t  d u  schis- 



tosomule alors que les antigènes 40K et 32K apparaissent à la surface 

du schistosomule au cours des quelques .heures qui suivent la transformation 

du parasite. Des expériences préliminaires ont montré que des inhibiteurs 

métaboliques comme la cycloheximide et la tunicamycine n'affectent pas, 

lorsqu'ils sont utilisés à des doses compatibles avec la survie du para- 

site, 1'expression des antigènes 30-40K à la surface du schistosomule. 

La cercaire de S.mansoni est limitée par une membrane unitaire 

classique alors que le schistosomule possède une membrane double formée 

de la juxtaposition de deux membranes unitaires. Les études ultrastructu- 

rales ont démontré que ce complexe membranaire s'effectue au cours des 

trois heures qui suivent la pénétration de la cercaire à travers la peau, 

et cela essentiellement par la migration vers le tégument de vacuoles 

renfermant des membranes préformées et le déversement de leur contenu à 

la surface du parasite( 90).0n peut envisager que les antigènes 30-401<, 

et en particulier ceux qui sont identifiés plus tardivement à la surface 

du schistosomule transformé, représentent des composants de ces membra- 

nes préformées. 

Les antigènes 30-40K ont été immunoprécipités par les anticorps 

de classe IgG présents dans le sérum des animaux et des hommes infectés. 

Chez l'homme, si aucune relation directe n'a été observée entre la charge 

parasitaire et la quantité d'anticorps sériques, la courbe d'intensité 

de la réponse anti 30-40K exprimée en fonction de 1 'âge des individus 

était très similaire à celle de l'intensité de l'infection dans les zones 

endémiques. Chez la souris, les anticorps anti 30-40K ont été détectés 

principalement au cours de la phase tardive de 1 'infection ( à  partir de la 

7ème semaine) et les résultats ont montré que le rat exprime une réponse 



humorale anti  30-40K immédiatement après q u ' i l  a i t  r e j e t é  la majorité 

de sa population parasitaire (vers l a  4ème semaine). Ces données, auxquel- 

les  peut s ' a jouter  l 'observation que les  patients continuent à présenter 

une réponse humorale anti 30-40K t rès  longtemps après l ' in fec t ion ,  étaient 

apparemment en faveur d'un stimulus antigénique d'origine adulte; la  

détection continue d'anticorps dans l e  sérum des r a t s  à des périodes t rès  

tardives de 1 ' infection, pouvait alors s'expl iquer par 1 a présence d'un 

pourcentage résiduel ( généralement estimé à 1% ) de schistosomes chez 

1 'animal. 

De nombreux résu l ta t s  expérimentaux ont é tab l i  l e  rôle essentiel 

joué par les anticorps dans l'immunité anti-schistosome, principalement 

par 1 eur participation dans 1 es mécanismes de cytotoxi ci t é  dépendant de 

ce1 1 ules. Le rôle  des anticorps IgG2a dans l e  développement de 1 ' immuni t é  

d u  r a t  a é té  mis en évidence in vi t ro e t  confirmé in vivo, non seulement 

dans des modèles d ' infection mais aussi plus récemment dans des expériences 

d'immunisation u t i l i s an t  des cercaires atténuées par irradiation e t  dans 

lesquelles l e  pouvoir protecteur des sérums par t ransfer t  passif a pu 

également ê t r e  a t t r ibué à l a  présence des IgG2a spécifiques ( M - F O R D ,  commu- 

nication personnel l e )  .Enfin, la production d ' u n  anticorps monoclonal de 

sous-classe IgG2a doué de propriétés cytotoxiques in vi t ro en présence d '  

éosinophiles e t  protectrices in vivo,a apporte à nouveau une preuve déci- 

sive du rôle essentiel  des IgG2a dans 1 'immunité du r a t .  Les propriétés bio- 

logiques de cet  anticorps monoclonal IPLSml la issaient  aussi supposer que 

l 'on puisse i so ler  de l a  surface du  parasite u n  antigène parasitaire poten- 

t i e l  lement vaccinant. 



Par immunopréci pi tation, nous avons pu démontrer que 1 'anticorps 

IPLSml reconnaissait à la surface du schistosomule l'un des antigènes(38K) 

préalablement identifiés par les anticorps d'hôtes infestés, suggérant 

ainsi que l'antigène 38K puisse représenter la cible des mécanismes effec- 

teurs dépendant des éosinophiles. Par contre, 1 'anticorps IPLSml ne sem- 

blait pas avoir d'affinité pour aucun des composants exposés à la surface 

des parasi tes aux stades poumon et adulte. En conséquence, il était facile 

d'établ ir une relation entre ces observations et ce1 les qui concernent 

la perte rapide de susceptibilité à l'attaque immune du schistosomule 

dès sa pénétration dans 1 'organisme de 1 'hôte ( 77 ) .  On pouvait alors 

supposer que l'antigène 38K ne soit plus exprimé à la surface des parasi- 

tes aux stades plus tardifs de leur développement ou qu'il soit masqué 

par des molécules de 1 'hôte adsorbées à la surface des parasites. Selon 

cette dernière hypothèse, on devait toutefois concevoir un masquage 

sélectif de l'antigène 38K puisqu'apparemment les autres antigènes 30-40K 

étaient isolés de la surface des schistosomules au stade poumon. 

Nous avons préal ablement envisagé que le schi stosome adulte puis- 

se être l'inducteur de la réponse anti 30-40K et anti 38K en particulier. 

L'injection de parasites adultes chez le rat a confirmé que le schisto- 

some adulte peut induire une réponse anti 38K en même temps qu'un état 

de protection contre 1 ' infection. L' uti 1 i sation des anticorps monoclonaux 

nous a ensuite permis de démontrer qu'une molécule 115K contenue dans 

les produits d'incubation des vers adultes possédait au moins un déter- 

minant antigénique commun à 1 'antigène 38K. La molécule 115K pouvait donc 

être considérée comme 1 'antigëne "inducteur" de 1 a réponse anticorps diri - 

gée contre 1 'antigène "cible" 38K, ces résultats constituant alors un 

support moléculaire pour 1 'hypothèse de 1 ' immunité concomitante dépendante 

des mécanismes de cytotoxicité en présence d'éosinophiles. 



Cependant, si l'on attribue à liIgG2a un rôle essentiel dans l'immunité 

acquise du rat, on connai t par ail leurs 1 ' importance des anticorps IgE 

et de leur fonction cytotoxique en présence de différentes cellules effec- 

trices. Des travaux récents réalisés dans le laboratoire ont apporté l'évi- 

dence que des antigènes provenant du schistosomule pouvaient induire une 

réponse IgE cytotoxique in vitro et protectrice in vivo (112). Les propriétés 

de ces anticorps supposent donc qu' i 1 s reconnaissent aussi un (des) anti - 

gène(s) de surface défini (s) ; 1 a caractérisation de cet(ces) antigène(s) 

est actuellement en cours. 

Des expériences d'immunisation contre les antigènes 38K et 115K 

purifiés ont été réalisées pour tenter de déterminer le rôle de ces 

antigènes dans le développement de l'immunité du rat. Cependant, si les 

résultats obtenusont confirmé le pouvoir immunogène des antigènes, ils 

n'ont pas mis en évidence un état de protection chez l'animal immunisé. 

Ces observations ont pu être interprétées en fonction d'autres données 

acquises concernant 1 'activité "bloquante" d' un second anticorps monocl onal 

IPLSm3 de sous-classe IgG2c spécifique également des antigènes 38K et 

115K. On pouvait donc se demander si la production d'anticorps protecteurs 

chez le rat nécessitait une présentation particulière de l'antigène et/ou 

impliquait un épitope défini et distinct de celui reconnu par les anti- 

corps bloquants. Le problème de la détermination précise des épitopes 

était alors posé. 

Li analyse biochimique des antigènes semble indiquer que 1 es com- 

posants 30-40K seraient de nature glycoprotéinique et que les anticorps 

IPLSml reconnaitraient, au moins en partie, une structure glucidique 

portée par la molécule 38K. La structure exacte de cet épitope reste 

encore à être déterminée. D'autre part, la préparation d'anticorps mo- 

noclonaux spécifiques des antigènes 40K, 37K et 32K devrait aussi permet- 



t r e  d 'aborder  non seulement l a  s i g n i f i c a t i o n  de ces ant igènes dans l a  

réponse immune, mais également l a  ques t i on  de 1  ' e x i s t e n c e  ou pas de r e l a -  

t i o n s  s t r u c t u r a l e s  e n t r e  l e s  an t igènes  3 0 - 4 0 ~ .  En e f f e t ,  s i  l ' a n a l y s e  

des fragments r é s u l t a n t  de l a  p r o t é o l y s e  par  l a  V8 pro téase  nous a  permis  

de suggérer q u '  il e x i s t e  une homologie de s t r u c t u r e  e n t r e  l e s  an t igènes  

38K e t  32K, il semb le ra i t  que ces molécu les s o i e n t  ant igén iquement  t r è s  

d i f f é r e n t e s  l ' u n e  de l ' a u t r e  puisqu'aucune des IgG p r o d u i t e s  pa r  immunisa- 

t i o n  con t re  1  ' an t i gène  38K n ' e s t  capable de p r é c i  p i  t e r  1  ' an t i gène  32K. 

S i  l ' o n  admet que l e s  copu les  g l u c i d i q u e s  por tées  p a r  ces an t igènes  peu- 

v e n t  ê t r e  p r i nc i pa lemen t  responsables de l e u r  p o u v o i r  immunogène, on 

p o u r r a i t  p e u t - ê t r e  env isager  que 1 'express ion  des ant igènes 38K e t  32K 

s o i t  r e l i é e  à des processus de g l y c o s y l a t i o n  d i f f é r e n t s .  

En conc lus ion,  l a  c a r a c t é r i s a t i o n  de 1  ' an t i gène  38K grâce à l a  

s é l e c t i o n  des a n t i c o r p s  monoclonaux IPLSml peut  p résen te r  des a p p l i c a t i o n s  

d iagnos t iques .  11 semble r a i sonnab le  d ' espé re r  que l a  d é t e c t i o n  des a n t i  - 
co rps  a n t i  38K dans l ' i n f e c t i o n  humaine pour ra  c o n s t i t u e r  dans un proche 

a v e n i r  une méthode de d i a g n o s t i c  des i n f e c t i o n s  p a r  schistosomes, q u ' e l  l e s  

s o i e n t  dues à S.mansoni ou  à S.haematobium, pu isque l ' a n t i g è n e  38K e s t  

commun à ces deux p a r a s i t e s .  

Pa ra l l è l emen t  à l a  dé te rm ina t i on  p r é c i s e  de l ' é p i t o p e  d é f i n i  

p a r  l e s  a n t i c o r p s  p r o t e c t e u r s ,  l ' é t u d e  du p o t e n t i e l  p r o t e c t e u r  des an t igènes  

38Kou 115K devra ê t r e  envisagée, en premier  l i e u  chez l e  r a t ,  pa r  1  ' u t i -  

l i s a t i o n  de d i f f é r e n t s  modes de p r é s e n t a t i o n  des ant igènes,  en absence ou 

en présence d ' ad juvan t s  d i v e r s ,  en t e n t a n t  a i n s i  de r ep rodu i r e ,  au moins 



en par t ie ,  la réponse protectrice observée dans 1 ' infection .'Les modes 

d'induction de l a  réponse protectrice anti  38K seront en même.temps envisagés 

par J .M.GRZYCH au moyen d'anticorps anti -idiotypes ?rodui t s  spécifiquement 

contre les  anticorps IPLSml. L'hypothèse d'une action synergique entre  les 

antigènes cibles des anticorps IPLSml e t  d 'autres molécules du parasi te ,  

te l  les  que par exemple les  antigènes reconnus par l e s  anticorps IgE, doit 

également ê t r e  considérée. 





1. PARASITES 

Nous avons utilisé dans toutes les expériences une souche porto- 

ricaine de Schistosoma mansoni dont le cycle biologique est maintenu au 

1 aboratoire chez la pl anorbe 'Biomph'alaria' gl abrata (variété albinos) et 

1 e hamster doré Mesocri cetus auratus. 

A. Cercaires 

Les mollusques infectés sont exposés pendant lh30mn à la lumière 

et à 306C et les cercaires libérées sont purifiées et concentrées par 

ascension vers une source lumineuse. 

B. Schistosomules 

1. Schistosomules "peau" ---------------- --- 
Les schistosomules ont été préparés selon la technique de CLEGG et 

SMITHERS (46) par passage des cercaires à travers une peau abdominale de 

souris. La récolte des schistosomules est effectuée 3h après le dépôt des 

cercaires dans un milieu HLEG (hydrolysat lactalbumine earle glucose) 

maintenu à 37'C et contenant 100U/ml de pénicilline et 50pg/ml de strep- 

tomyci ne. 

2. Schistosomules ...................... "mécaniqws" 

ia suspension de cercaires est répartie dans des tubes en verre 

4 (1-2x10 cercaires/ tube) puis placée à 1 'obscurité et dans la glace pen- 

dant 15mn. Les cercaires sédimentées sont resuspendues dans 2ml d'eau et 

soumises à une agitation sur "Vortex" de 2mn. La suspension de parasites 
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4 (5x10 ) est immédiatement déposée dans un tube conique sur un coussin de 

15ml d'une solution isotonique de Percoll à 54% (54m1 Percoll , 6ml NaCl 

9%, 40ml milieu MEY(minimum essential medium) ) et centrifugée pendant 

lOmn à 500s. Le sédiment de schistosomules est lavé 3 fois par 15m1 de 

milieu MEM contenant 100U/ml de pénicilline et 50vglml de streptomycine. 

3 .  S~~jdl~~ç~lLJ~gç-~pg~mon" 

Des rats Fischer, infectés depuis 5 jours à la suite d'une exposition 

à 500 cercaires, sont sacrifiés. Les poumons sont prélevés et hachés par 

coupes de 500pm à l'aide d'un "tissue chopper" (Mc ILWAIN, Mickle Labora- 

tory Engineering Co, Ltd, England). Les fragments de poumon sont incubés 

pendant une nuit à 4"C, en milieu MEM contenant 250U/ml d'héparine, dans 

un tube conique muni d'un tamis de gaze stérile. Le sédiment de schisto- 

somules est lavé en milieu MEM puis les parasites sont purifiés des mor- 

ceaux de tissu et des cellules contaminantes par sédimentation à travers 

une solution de Percoll isotonique à 45% selon la technique modifiée de 

LAZDINS et al ( 159). 

C. Schistosomes 

Des hamsters infectés depuis 6 semaines subissent une perfusion 

portale avec de l'eau physiologique. Les vers adultes sont collectés et 

lavés abondamment en milieu MEM. 



II. SOURCES D'ANTICORPS 

A. Sérums 

Des rats Hooded-Lister ou Fischer ont été infectés à la suite d'une 

exposition à lOOOcercaires (pénétration cutanée abdominale) et le sang a 

été collecté au niveau du sinus rétro-orbitaire à différentes périodes de 

1 ' i nf ecti on. 

Les sérums de souris C5761/6 proviennent d'animaux infectés par 50 

cercai res . 

Des sérums ont été prélevés chez des singes Erythrocebus patas 

16 mois après leur exposition à un total de 1000 cercaires. 

Les sérums humains ont été obtenus après ponction intraveineuse 

chez des patients présentant une schistosomiase parasitologiquement con- 

fi rmée. 

B. Anticorps monoclonaux 

Une description détaillée du protocole de sélection et de mu1 ti- 

plication des clones producteurs d'anticorps a été faite par J.FS.GRZYCH 

126,160). Les anticorps IPLSml ont été purifiés à partir des liquides 

d'ascite par chromatographie d'échange d ' ions sur DEAE-Trisacryl ( IBF,France). 

III. TECHNIOUES D'IODATION 

A. Iodation en présence de lactopéroxydase 

Les parasites ont été marqués selon la technique modifiée de 

4 MARCHALONIS et al (127). 10 schistosomules sont lavés 3 fois en tampon 

PBS (Phosphate de Na lOmM pH 7,4 , NaCl 150mM) pour éliminer les traces 



de milieu de culture puis marqués dans le tampon PBS dans un volume final 

de 250~1 contenant O,5mCi lZ51, 12,5vl Na1 61g/ml et 12,5p1 de lactopéroxy- 

dase à lmg/ml. La réaction est initiée par l'addition de 12,5~1 d1H202 30% 

(110 vol .) diluée au l/lQ000 et s'effectue à 4OC pendant 15mn. La réaction 

est arrêtée par 1 'addition de 2 5 ~ 1  d'une sol ution de Na1 à 6mg/ml et 1 'iode 

radioactif non fixé est éliminé immédiatement au cours de 3 lavages succes- 

sifs par 8ml de tampon PBS stabilisé à 4OC. 

B. Iodation par le réactif de BOLTON-HUNTER 

5 0 ~ 1  (0.lmCi lZ51) de la solution de réactif sont déposés dans 

un tube conique et le solvant (benzène) est évaporé sous hotte sous un 

faible courant de Np. 2500 schistosomules en suspension dans 25pl de tam- 

pon EBSS (earle's balanced salt solution) pH 8,5, sont immédiatement 

ajoutés au réactif et la réaction s'effectue à 4°C pendant 15mn. On arrête 

la réaction en ajoutant lm1 d'une solution de glycocolle à 1% ( p / v )  dans 

le tampon EBSS. Les parasites sont ensuite lavés 3 fois par 5ml de tampon 

EBSS. 

C, Iodation par l'acide iodosulfanilique diazoté 

La conversion de l'acide iodosulfanilique en sel diazoté est réalisée 

dans les conditions décrites par NEN (New England Nuclear) . 2500 parasites 
sont marqués par le réactif (lmcilZ51) dans 500~1 de tampon PBS à 4OC. 

Après 15mn, la réaction est arrêtée par 1 'addition de 5ml de sérumalbumine 

bovine à 0,5% (p/v) en tampon PBS. Les parasites sont lavés en tampon PBS. 



IV. TECHNIQUE D' 1MMUNOPRECIPPTAT.ION . . . . .  

4 10 schistosomules sont traités pendant 30mn à 4°C par 400p1 de 

Nonidet P40 à 0,5% (v/v) dans le tampon Tris-S(C1 lOmM pH 6,8, contenant 

100U/ml d'aprotinine. Les parasites sont sédimentés à la suite d'une 

centrifugation de lmn à 2009 et le surnageant (extrait détergent) est 

ajusté à une concentration de SDS de 2% puis placé dans un bain-marie 

bouillant pendant 2mn. L'extrait détergent est additionné de 6 volumes 

de tampon (Tris-HC1 5mM pH 7,4 , NaCl 150mM, EDTA 2mM, Triton XlOO 2% 

(v/v) , aprotinine 100U/ml ) . 
Des fractions aliquotes (170~1) sont incubées en présence des 

anticorps pendant 18h a 4°C puis transférées dans des tubes coniques de 

1,5ml (Eppendorf) contenant lOmg (poids sec) de Protéine A-Sépharose 

préalablement équilibrée dans le tampon d'adsorption (Tris-HC1 5mM pH 7,4, 

NaCl 150mM, EDTA ZmM, Triton XlOO 1,7% (v/v), SDS 0,3%, aprotinine * 
100U/mi). Les tubes sont placés sur un agitateur rotatif (Cenco, Pays-Bas) 

pendant 3h à température ambiante (ou une nuit à 4°C). Les billes de 

Protéine A-Sépharose sont lavées successivement par 3xlml de tampon d' 

adsorption, 3xlml de tampon Tris-HC1 5mM pH 7,4, NaCl 150mM et 3x11111 

de tampon Tris-HC1 5mM pH 7,4. Les complexes immuns sont él ués par 40pl 

de Tris-HC1 62,5mM pH 6,8 , SDS 3%, saccharose 10% à 100°C pendant 3mn 

puis analysés en gel de polyacrylamide-SDS. 

* 
Loaque L ' i m m u n a p ~ é ~ p ~ ~ o n  ut edbectuée pm L u  aM;ticohpb mana- 

i n c u b é u  d a ~ n  5 0 0 G  de Xampun d '  d o h p f i o n  con;tenant 7 0pX de b ~ w n  ide 

chèvtre ou de Lapin) anti-7gG de bat pendant 3Cr à ;tempéhatwre ambiante pub 

Lavéu  dam Le meme Xampon. 



V.  ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYA-CRYLAYIDE 

A. El ectro~-ho~èse moncdi mensi onnell e' . .  . . \ .  

L ' él ectrophorèse en gel de polyacryl amide-SDS est effectuée dans 

les conditions décrites par LAEMMLI ( 161'). Des gels de 1,5mm d'épaisseur 

(14 xl6cm) sont utilisés. Les protéines sont concentrées dans un gel de 

polyacrylamide à 5% puis séparées soit dans un gradient linéaire 10-15%, 

soit le plus souvent dans un gel de réticulation homogène à 13%. 

B. Electrophorèse bidimensionnelle 

L'électrophorèse bidimensionnelle est effectuee selon la méthode 

de GARRELLS ( 152). La focalisation isoélectrique est réalisée dans des 

tubes capillaires de diamètre 1,3mm dans un gradient d'ampholines 3-10 

(LKB, Suède). Les mol écu1 es sont séparées dans 1 a 2ème dimensi on dans un 

gel de polyacrylamide-SDS à 12,5% ou 7,5%. Dans cette technique, le gel 

de concentration est supprimé car i l  n'est pas utile, compte tenu du 

faible diamètre des gels de lère dimension. 

C. Analvse 

1. Coloration par le bleu de Coomassie ----------- - - - - - - - - - - C - - - - - - - C - - - -  

Les gels sont colorés pendant 2h et sous agitation dans une solution 

de bleu de Coomassie (0,859 bleu de Coomassie, 500ml méthanol, lOOml acide 

acétique, 500ml eau) puis décolorés dans une solution de méthanol 20%, 

acide acétique 8%. 



2. Coloration Far le nitrate d'argent - - ---- --- -.- - - -----.-.----.-.-.--- - ....-.-. 
Les gels sont colorés par le nitrate d'argent après fixation par 

la glutaraldéhyde et réduction par 1.e dithiothreitol selon la méthode 

décri te par MORRISSEY ( 163 ) . 

3. Autoradi - - - - -,-- - ogr-ghig - 

Les gels sont séchés sous vide dans un appareil LKB (no 2003) puis 

mis en contact avec un film Kodak X-Omat AR (Eastman Kodak Co, Rochester, 

U.S.A.) entre deux écrans renforçateurs Lightning Plus (Dupont de Nemours, 

France) à -70°C, 

VI. PRODUITS UTILISES 

Les mil ieux de culture MEM (base sa1 ine de Earle) , HLEG etEBSS 

sont commercial isés sous forme de poudre par GIBCO (Flobio, France). 

La solution de Percoll TM est un produit Pharmacia (Uppsala, Suède). 

La Protéine A, la Concanavaline A et la Lens culinaris agglutinine 

ont été couplées à la Sépharose 48 par Pharmacia, 

Le Triton XlOO est un produit Hopkin Williams (Essex, England) et 

le Nonidet P40 un ~rodui t BDH (Poole, Engl and). 

L'aprotinine, la lactopéroxydase (E.C. 1.1.1.7., 90U/ml), le Trizma 

base et le SDS sont commercialisés par Sigma (St Louis, Missouri, U.S.A.). 

L'acryl amide et 1 a bi s-acryl amide proviennent de chez Serva (Heidël- 

berg, R.D.A.). 

L' 1 2 5 ~  (IMS 30) et le réactif de SOLTON-HUNTER sont des produits 

Amersham (The Radiochemi cal Centre, Engl and). L'acide iodosul fani 1 ique 

( lE51) est un réactif NEN (Boston, Massachussets, U.S.A.). 

La V8 protéase de S.aureus est un produit Miles (Elkhart, Indiana, 

U.S.A.). 
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